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22 (54) litre : NOUVEAUX VECTEURS MOLECULAIRES AMPHIPHILES FLUOROCARBONES A USAGE BIOMEDICAL ET 

MEDICAL 

(57) Abstract: Novel ampiphilic fluorocarbon molecules applicable as vectors for active ingredients, active molecules comprising 
such a vector and the use thereof in the pharmaceutical field, particularly for the production of medicaments. 

(57) Abrege : Nouvelles molecules amphiphiles fluorocarbon^s susceptibles d'etre utilis6es comme vecteur de principes actifs, 
des mol^ules actives comportant un tel vecteur et leur utilisation dans le domaine de la pharmacie, notanmient pour la preparation 
de medicaments. 
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NOUVEAUX VECTEURS MOLECULAIRES AMPfflPHILES 

FLUOROCARBONES A USAGE BIOMEDICAL ET MEDICAL 

L' invention a pour objet de nouvelles molecules susceptibles d'etre 
utilisees comme vecteur de principes actifs, des molecules actives comportant un tel 
vecteur et leur utilisation dans le domaine de la phamiacie, notanunent pour la preparation 
de medicaments. 

Les recherches actuelles sur la vectorisation des principes actifs tendent k 
ameliorer de fa9on notable non seulement le confort du malade en privilegiant les voies 
d'administration les moins traumatisantes mais egalement Tefficacite globaie d'un 
medicament en lui conferant une affinite cellulaire qui leur fait generalement defaut et qui 
est souvent responsable d'effets secondaires indesirables. Au concept classique d'activite 
therapeutique se surajoute done celui de la sp6cificite d'action qui module en fait la 
biodisponibilit^ du substrat. 

En pratique, par exemple dans un domaine sensible tel que celui de la 
chimiotherapie anticancereuse, les progres observes ces demiferes ann^es (nouvelles 
drogues, nouvelles modalit^s d'administration, chimio-predictivite in vitro ou in vivo, 
integration dans de nouveaux sch^mas th6rapeutiques..O permettent de penser que, la 
qualite de la chimiotherapie va continuer a progresser si elle pent d6sormais se doter de 
nouveaux outils bases sur de nouveaux concepts de transport et de ciblage cellulaire des 
agents anticancereux. Afin d'augmenter Tefficacite et la dose effective de principe actif 
qui sera acheminee vers le site canc6reux, il parait en effet necessaire d'apporter une reelle 
specificity a ces medicaments et de reduire leurs effets secondaires. 

Or, la structure chimique d'un medicament conditionne k la fois ses 
propri6t6s physico-chimiques et son activity biologique et notamment son affinite pour les 
r6ceptevirs membranaires. Moduler ce devenir par des modifications de la structure 
moleculaire risque d'alterer les proprietes pharmaceutiques. On est done amene a traiter le 
produit sur le plan "galenique c'est a dire a s'interesser a la forme pharmaceutique 
utilis6e pour son administration, ou mieux de Tencapsuler dans des structures botes ou le 
greffer sur des molecules aptes a assurer cette vectorisation. 

La vectorisation de principes actifs doit prendre en compte plusieurs 
parametres pour avoir une chance de succfes : 

Comme nous venons de le preciser, le principe actif doit, autant que faire 
se peut, etre isole du milieu physiologique afm d'eviter toute interaction nefaste soit pour 
le medicament soit pour Porganisme. 

Le support ne doit pas alt^rer ou mieux doit ameliorer la biodisponibilit6 
du medicament. Autrement dit, Tagent th6rapeutique doit etre liber6 au sein de la molecule 
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cible (preferentiellement au niveau intracytoplasmique, dans certains cas intranucl6aire) et 
y conserver sa totale activity. 

Toutefois cette vision du medicament, agent sp6cifique d'un r^cepteur, 
apte a provoquer une r^ponse cellulaire et par 1^ a corriger une d6faillance est loin d'etre 
5 g6n6rale. Si elle est juste pour les principes actifs de type hormonaux ou analg^siques, elle 
ne s' applique pas du tout a d'autres domaines comme par exemple les traitements 
anticanc6reux. De tels substrats n'ont pas 6t6 con9us de cette fa9on : ils ne possedent pas 
de sp6cificite de reconnaissance cellulaire. Leur but est d'inhiber la multiplication 
cellulaire. Ce sont generalement des agents antimitotiques et de ce fait ils peuvent agir sur 

10 I'ADN de toutes les cellules, qu'elles soient canc6reuses ou normales et order ainsi certains 
troubles genants dont la manifestation la plus firequente est Taplasie des tissus 
hdmatopoietiques a laquelle s'ajoutent ensuite Tinmiuno-inhibition et les troubles digestifs. 
Depuis r installation de la chimiotherapie, les principes actifs mis au point sont de plus en 
plus puissants mais malheureusement ne font pas la distinction entre cellules cancdreuses 

15 et cellules saines. II est ainsi regrettable qu'efBcacit6 et s61ectivite en matifere de traitement 
du cancer ne puissent etre conjugudes sur un meme principe actif. 

Compte tenu de ces differentes considerations et observations, dififdrents 
modeles vectoriels ont 6t6 proposes essentiellement de type macromoleculaire (les 
polymeres synth6tiques ou naturels) et supramoldculaire (les liposomes). Parmi tous ces 

20 modeles de vecteurs, on peut citer notamment le d6veloppement de petits polymeres 
amphiphiles appel6s telomeres susceptibles de moduler la balance hydrophile-lipophile du 
principe actif (et done ses propridtes physico-chimiques intrinseques) mais egalement de 
favoriser sa penetration intracellulaire et de lui assurer un ciblage cellulaire par 
1 ^intermediaire d' agents de reconnaissance convenablement choisis. 

25 "Synthesis of new cotelomers derived jfrom 

tris(hydroxyme1iiyl)aminomethane bearing arabinofuranosylcytosine moieties. Preliminary 
results on their in vitro and in vivo antitumoral activities » C. Contino, J.C. Maurizis, M. 
Oilier, M. Rapp, J.M. Lacombe, B. Pucci. Eur. J. Med Chem., (1998), 33, 809-816. 

" Synthesis and preliminary biological assessments of a new class of 

30 amphiphilic telomers bearing 5-fluorouracil moieties" C.Contino, J.C, Maurizis and B. 
Pucci. Micromo/. Chem,, (1999), 200, 1351-1355. 

"A new strategy in biomedical and medical field : the synthesis and 
applications of telomeric stractures ». P.Barthelemy, A. Polidori, B. Pucci. Transworld 
Research Network, Recents developments in organic chemistry, Trivandrum, (1999), 3, 

35 117-140. 

"Synthesis and Preliminary biological assessments of RGD bearing 
biocompatible telomers. Sylvain Jasseron, Christiane Contino-Pepin, Jean Claude Maurizis 
, Maryse Rapp, Bernard Pucci . Bio. Med, Chem. Letters, (2002), 12, 1067-1070. 
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"Synthesis and preliminary biological assessments of a new class of 
amphiphilic telomers bearing 5-fluorouracil moieties" CContiao, J.C. Maurizis and B. 
?ucci. MacromoL Chem., (1999), 200, 1351-1355 

"Amphiphilic telomers : a new kind of antimitotic dmgs macromolecular 
5 carriers." Christiane Contino-P6pin, Jean-Claude Maurizis, Bernard Pucci. C«rr. Med 
Chem. -Anti-Cancer Agents, (2002), 2, 645-665. 

Les resultats acquis au cours de ces etudes ont permis de mettre en 
Evidence differents points majeurs : 

Le controle de la balance hydrophile-lipophile du substrat favorise son 
1 0 passage transmembranaire (« Uptake and subcellular distribution of a new fluorinated 
telomeric carrier : study on cultivated B16 melanoma and skin rat fibroblastic cells. » F. 
Chehade, J.C. Maurizis, B. Pucci, A.A. Pavia, M. Oilier, A. Veyre, F. Escaig C. 
Jeanguillaume, R. Dennebouy, G. Slodzian, E. Hindie, Cellular and Molecular Biology, 
(1996), 42, 335-342) sans pour autant apporter un caractere detergent et done toxique 
15 ("Efficiency of new non ionic telomeric surfactants towards the solubilization of 
subcellular firactions proteins" B. Pucci, , J.C. Maurizis et A.A. Pavia, BioOrg. Med. 
Chem Lett, (1993), 3, 161-164). 

Ces polymdres amphiphiles permettent d' assurer un ciblage cellulaire 
efBcace a la molecule globale et done au principe actif ("Cell targeting by glycosidic 
20 telomers -Recognition ability of galactosylated telomers by the yeast Kluyveromyces 
Bulgaricus » J. Coxilon, R. Bonaly, B. Pucci, A. Polidori, P. Barthelemy, C. Contino, 
Bioconjugate Chem, (1998), 9, 152-159. "Permeability of yeast cell enveloppe to 
fluorescent galactosylated telomers derived from THAM". C. Contino, M. Briot, J, Coulon, 
A. Polidori, R. Bonaly and B. Pucci. Bioconjugate Chem,, (2000), 11, 461-468. "Synthesis 
25 and Preliminary biological assessments of RGD bearing biocompatible telomers". Sylvain 
Jasseron , Christiane Contino-Pepin, Jean-Claude Mamrizis , Maryse Rapp, Bernard Pucci ^ 
Bio, Med Chem, Letters, (2002), 12, 1067-1070). 

Le principe actif greff^ sur le vecteur par Tintermediaire d'un bras 
espaceur peptidique adapts (hydrolysable par les enzymes cytoplasmiques) est lib^re au 
30 niveau intracellulaire aprfes passage du vecteur au travers de la membrane cellulaire 
(«Synthesis and Preliminary biological assessments of RGD bearing biocompatible 
telomers». Sylvain Jasseron , Christiane Contino-P^pin, Jean Claude Maurizis , Maryse 
Rapp, Bernard Pucci . 5z(?. Med Chem. Letters, (2002), 12, 1067-1070). 

Cette m6thode de vectorisation permet d'accroitre de fafon tres 
35 significative Tefficacit^ de T agent anticancereux puisqu'il inhibe la proliferation des 
metastases, ralentit la croissance de la tumeur et prolonge la dur^e de vie des souris trait^es 
d'un facteur sup6rieur a 3 par rapport aux souris t^moins. 
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Malgr6 Tint^ret evident pr6sent6 par ces t^lomdres qui ont et6 d^crits 
dans le document WO 92/02560, un des problemes majeurs auquel sent confront^s de tels 
vecteurs et qui pourrait perturber leur commercialisation et leur emploi est leur 
polydispersit6, c'est a dire lexir absence de masse et de structure bien definies, 
5 Aussi, la Demanderesse s'est fixe pour objectif la conception et la 

preparation de molecules susceptibles d'etre des vecteurs de principe actif ayant une 
stmcture bien d6finie, dont la preparation soit ais6e et qui facilitent Tacheminement du 
principe actif jusqu'a sa cible. 

L'invention a done pour objet les molecules repondant a la formule (I) ci- 

10 dessous : 



R [AA3]a3-[AA2]a2-[AAi] 



I 

(X)x 
PA 



(I) 



dans laquelle : 

PA repr6sente le principe actif susceptible d*agir sur xme cible biologique 
15 et dont on souhaite favoriser Tacheminement jusqu'i sa cible biologique ; 

X repr6sente un entier choisi parmi 0 et 1 ; 

* 

X repr6sente ime chaine peptidique comprenant de 1 a 5 acides amines ; 
AAi, AA2, AA3, identiques ou diff^rents, representent chacun un acide 

amine ; 

20 a2, as, identiques ou di£F6rents, representent chacun xm entier choisi parmi 

Get 1 ; 

R repr^sente xm groupement choisi parmi un agent de ciblage et \m agent 
de solubilisation. Par agent de ciblage, on entend au sens de la pr6sente invention : xine 
molecule favorisant I'acheminement de Tensemble de la molecule de formule (I) jusqu'a 

25 sa cible ou toute molecule susceptible d'etre reconnue par la cible du principe actif PA. Par 
agent de solubilisation, on entend un agent permettant la modulation de la balance HLB de 
la molecule de formule (I), notamment un agent hydrophile. Parmi les agents de ciblage 
utilisables dans la pr^sente invention, on peut citer les monosaccharides, les derives amin6s 
de sucres, les polysaccharides, les hormones naturelles ou synth6tiques, les peptides, les 

30 anticoips, et de fafon g^ndrale, toute molecule susceptible d'etre recoxmue par la cible du 
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principe actif PA. Paimi les agents de solubilisation utilisables dans la presente invention, 
on pent citer en particulier les polyols, les polyethers, les peptides, les polysaccharides. 

Y reprdsente une chaine hydrocarbon^e fluoree en C4-C12 comportant un 

II 

groupement - C- , _nh.^ -O-CO-NH-, S ou O pennettant son rattachement, indiqu6 par les 
tirets --, soit a Tune des extr6mit6s de la chaine peptidique[AA3]a3-[AA2]a2-[AA,], soit sur 
la chaine latdrale de Tun des acides amines AAi, AA2. AA3 ; 

les tirets — entre PA-QQ^c et la chaine [AA3]a3-[AA2]a2-[AA,] indiquent 
que la liaison de PA-(X)x avec le reste de la molecule se fait avec la chaine lat6rale de I'un 
des acides amines AA,, AA2, AA3 ou eventuellement en extrdmit^ de la chaine peptidique. 

De fa9on plus particuliere, le principe actif est choisi paimi toutes les 

molecules organiques ayant une activity biologique reconnue et etant susceptibles d'dtre 

relives k un acide amine au moyen d'une liaison qui pent gtre choisie pamii les fonctions - 

O 

0-C0-, -CO-NH-, -NH-CO-NH-. -NH-CO-0-, 0-C0-0-, -0-, -S-, -S- , 
O o -o 

-f- . -oJ-o- _ -oJ-o- 
00 6 

Parmi ces principes actifs on peut citer notamment ceux ayant une 
activity anticanc6reuse, antiinflammatoire, antiseptique, analg^sique, neuroleptique, 
antifongique, les molecules ayant une activity anti radicaux Ubres. 

De fafon g6n&ale, le principe actif pourra gtre constitu6 d'une molecule 
lin^aire ramifi^e ou cychque comportant de 1 30 atomes de carbone, une ou plusieurs 
msaturations, notanmient un ou plusieurs cycles aromatiques, et une ou plusieurs fonctions 
choisies parmi : 

O 

-0-, -S-, -OH. -SH, -CI, -F, -Br, -I, ■— N— , .nr.^ .^h^^ —I!— .^oh, -COOH, - 

n 

^ o — S— o o 

CONH2, -COO-, -CONH-, — CON^ , -S- , O , -O-C-O- , -NH-C-O- , 

II M ® ® _'iL - ' 

-NH-c-NH- , =NH, -O-ii-O- , -NH-!}-0, -NH-C-NH .n=0, ^ ^ 
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O 
II 

O— P 

I 

o 

I 



— O— P— 



o 

II 

O— P - 

I 

o 

I 



o 



O— P 

I 

o 

I 



-H 



HC— P-OH 
OH OH 



Le principe actif PA est reli6, par rinterm^diaire d'une liaison dont la 
nature a €t6 expos^e ci-dessus, soit a la chaine laterale de Tun des acides amines AAi, 
AA2, AA3, soit a rextr^mite de la chaine peptidique, 6ventuellement par Tinterm^diaire 
d'une chaine peptidique X (cas ou x=l) 

Le lien avec Tun des deux groupements Y et -<X)x-PA, se fait sur la 
chaine laterale de I'un des acides amines AAi, AA2, AA3. L'acide amin6 reli6 k PA-(X)x- * 
ou i Y par sa chaine laterale est choisi parmi ceux comportant une fonction acide, amide, 
amine, thiol, alcool sur leur chaine laterale. Parmi ceiix-ci, on peut citer notamment la 
lysine, Targinine, Tomithine, l'acide aspartique, l'acide glutamique, I'asparagine, la 
glutamine, la serine, la tyrosine, la cysteine. De pr6f6rence l'acide aniin6 relie par sa chaine 
lat6rale a PA-(X)x- ou ^ Y est choisi parmi : l'acide aspartique ou la lysine 

Le bras espaceur X, lorsqu'il est present, est constitu6 d'une chaine 
peptidique engag6e h xme extremite dans une liaison, avec la chaine laterale ou rextr6mit6 
de Tun des acides amines AAi, AA2, AA3 et a Tautre extremity dans une liaison avec le 
principe actif PA. 

Ce bras espaceur comprend 1^5 acides amines, pr^f6rentiellement 1 a 3 

acides amines. 

Le bras espaceur X et/ou la chaine peptidique [AA3]a3-[AA2]a2-[AAi] 
peuvent etre choisis pour leur afi5nit6 pour la cible du principe actif PA. lis peuvent 
6galement comporter ou 6tre constitues de r^sidus tyrosine permettant le suivi in vivo de la 
molecule de formule (I) apres marquage a I, 

R est choisi en fonction de la cible cellulaire, il pourra Stre de nature 
saccharidique (ciblage des lectines membranaires sp6cifiques qui se retrouvent dans des 
tissus particuliers et qui reconnaissent s61ectivement soit le galactose -cas du foie, des os, 
de certaines tumeurs canc6reuses-, soit le mannose -cas des macrophages, du coeur-, soit 
l'acide sialique- cas des Erythrocytes -...), de nature hormonale (tels que des st6roJdes), de 
nature synth6tique tel que Timatinib mesylate (ST571, Gleevek®) pour cibler les kinases, 
des anticorps spEcifiques, notamment des peptide. R peut etre choisi parmi tous substrats 
dont les recherches ant^rieures ont demontre la specificity de reconnaissance. Lorsque R 
est im mono ou un polysaccharide ou un peptide hydrophile, il pourra de plus, apporter k la 
mol6ciile rhydrosolubilit6 n^cessaire k son administration IV ou IP. 
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Lorsque R est une chaine peptidique, R comporte avantageusement de 3 
k 15 acides amines, encore plus avantagemement de 3 k 10 acides amines. II pent 
^galement comporter un ou plusieurs r&idus tyrosine permettant le suivi in vivo de la 
mol6cule de fonnule (I) apr&s marquage k 

Les acides amines constituant le bras espaceur X, tout comme ceux 
constituent la chaine [AA3]a3-[AA2]a2-[AAi] ou le groupement R sont choisis panni les 
acides amines naturels comme I'alanine, I'argimne, I'asparagine, I'acide aspartique, la 
cysteine, la glutamine, Tacide glutamique, la glycine, I'histidine. I'isoleucine, la leucine, la 
lysine, la methionine, la phenylalanine, la proline, la serine, la threonine, le tryptophane, la 
tyrosine, la valme, ou les acides amines non naturels tela que Thydroxyproline, la 
norleucine, romithine, la citruline, la cyclohexylalanme. 

On pent 6galement envisager d'employer des acides n-amines tels que 
I'acide -3-aminopropionique et I'acide 4-amino-butyrique. 

Lorsque R est un peptide, la chaine peptidique R peut etre un fragment 
d'anticorps ou Epitope ayant une affinity prononc^e pour la cible biologique de PA. 

On peut citer, par exemple, parmi les peptides utiUsables dans la pr6sente 
invention : la s6quence ROD, connue pour son affinity pour les int6grines aVp3. 

R peut 6galement Stre choisi parmi les polyols ou les poly6thers, 
notanunent les polyoxydes d'6thylene de fa9on k donner k la molecule de foimule (I) uiJ 
6quiUbre hydrophile/lipophile favorisant sa solubility dans i'eau et sa penetration dans la 
cellule jusqu'i la cible duprincipe actif PA. 

Lorsque R est constitue dhm polyol, celui-ci est avantageusement 
constitue d'une chaine alkyle comprenant de 4 ^ 16 atomes de carbone et de 4 a 16 
groupements hydroxyle. 

Lorsque R est constitu6 d'une chaine polyoxyde d'^thylene comme motif 
de solubilisation, celle-ci comprend avantageusement de 5 a 30 unites oxyde d'^thylene. 

R peut notamment 6tre choisi parmi les monosaccharides, les d6riv6s 
amines de sucres, les polysaccharides. 

Paimi les mono-saccharides utilisables dans la pr6sente invention, on 
peut citer : le glucose, le fructose, le mannose, le galactose, le ribose. Parmi les d6rivds 
amm6s de sucres, on peut citer notamment la glucosamine. Parmi les polysaccharides 
utilisables dans la prdsente mvention, on peut citer le lactose, le cellobiose ou le maltose et 
le lactobionamide, le saccharose. De preference les chaines polysaccharides utilisees dans 
I'invention sont des di-saccharides. 

La fixation de R sur I'une des extremites de la chaine [AA3]a3-[AA2]a2- 
[AAi] se fait par une Haison adaptee : ether, amide, carbamate, thioether, ester, uree, 
urethane, en fonction de la fonctionnalite qui peut 6tre grefifee sur R. 
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La chaine hydrocarbon6e fluoree est pref6rentiellement choisie parmi 

celles r^pondant k la fonnule A-Y' dans laquelle A represente un groupement choisi 
O 
II 

parmi : - , -NH- , -0-CO-NH-, S, O et Y' repr6sente une molecule r6pondant k la 
formiile -(CH2)r(CF2)rF, dans laquelle r et t repr6sentent deux entiers avec : 12 > ri-t ^ 4, 
5 tels que par exemple : 

-(CF2)4F; -(CF2)5F; -(CF2)6F; -(CF2)7F; -(CF2)8F ; -(CF2)9F; - 
(CF2)ioF ; -(CF2)nF ; -(CF2)i2F ; -(CF2)i3F ; -(CF2)i4F ; -CH2-(CF2)3F ; -CH2-(CF2)4F ; - 
CH2-(CF2)5F; -CH2-(CF2)6F ; .CH2-(CF2)7F ; -CH2-(CF2)8F ; -CH2-(CF2)9F ; -CH2- 
(CF2)ioF; -CH2-(CF2)iiF ; -CH2-(CF2)i2F ; "CH2-(CF2)i3F ; -(CH2)2-(CF2)2F ; -(CH2)2- 
10 (CF2)3F-; -(CH2)2-(CF2)4F ; -(CH2)2-(CF2)5F ; -(CH2)2-(CF2)6F ; -(CH2)2-(CF2)7F ; -(CH2)2- 
(CF2)8F; -(CH2)2-(CF2)9F ; -(CH2)2-(CF2)ioF ; -(CH2)2-(CF2)iiF ; '(CH2)2-(CF2)i2F ; - 

(CH2)3-(CF2)iF ; -(CH2)ii-(CF2)F. De preference t>2. De pr6f6rence 12^r>4, 

encore plus pr6f6rentiellement 1 0> r>6 

L'invention a ^galement pour objet toute molecule biologiquement active 

1 5 comportant un fragment de formule (II) 

R tAA3]a3-[AA2la2-IAAi ] 

I I 

• s 

I 

I i 

(X)x Y 
I 

(") 

dans laquelle R, AAi, AA2, AA3, a2, as, Y, X, x ont la meme definition 
que dans la fonnule (I) ci-dessus. 
20 En effet, Tinvention foumit un fragment de molecule de fonnule (II) k 

laquelle on peut accrocher par une liaison appropri^e un principe actif de toute natvire, 
conrnie expose ci-dessus, de fa9on a favoriser la penetration de ce principe actif dans 
I'organisme humain ou animal et de fa9on k permettre a ce principe actif d'atteindre sa 
cible biologique. 

25 En effet, le caractdre amphiphile de la molecule favorise les passages 

transmembranaires et reventuelle presence d'un agent de recoimaissance specifique de la 
cible a laquelle est associe le principe actif favorise son cheminement jusqu'^ cette cible. 

L'invention a done egalement pour objet I'utiiisation d'un fragment de 
molecule de formule (II) tel que defini ci-dessus pour favoriser la biodisponibilite d'un 

30 actif. 
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La preparation des molecules de formnle (I) est illvistr^e ci-dessous par 
des exemples correspondant a plusieurs variantes de T invention. De fa9on plus generale, il 
est fait appel aux m^thodes de protection, d^protection et couplage de la synthese 
peptidique, m^thodes bien connues de rhomme du metier et qui sont expos6es notamment 
dans Touvrage « The peptides » Gross and Meienhofer, 3 vols. Academic Press, New 
York, 1979-198L 

Parmi les molecules r6pondant a la formule (I), Tun des objets 
particuliers de Tinvention est constitu^ des molecules r6pondant a la formule (la) ci- 
dessous : 



Su — [AAi] 



(X)x 
PA 
(la) 

dans laquelle Su repr^sente une variante du groupement R, choisie parmi 
un monosaccharide, un deriv6 amin6 de monosaccharide, un polysaccharide, \m polyol ou 
15 6ventuellement un poly ether tels qu'ils ont €X€ d6finis plus haut; 

AA.1 repr^sente \m acide amine portant une fonction acide, amine, alcool, 
thiol, sur sa chaine lat&ale, par rinterm^diaire de laquelle il est reli6 soit k (X)x-PA soit k 
Y; AAi est reli^ a Su et soit k PQx-PA, soit a Y, par ses extr^ntiites N- et C-terminales. 

X, X, PA et Y ont la mSme definition que dans la formule (I) ci-dessus. Y 
20 est rattache k rextr6mite amin^e ou acide de AAi ou ^ventuellement a sa chaine lat^rale 

De fafon pr6ferentielle. Tune ou plusieurs des conditions ci-dessous sont 

v6rifi6es : 

- Su repr^sente \m mono ou un polysaccharide ; 

- X repr6sente un bras espaceur de nature peptidique comportant au 
25 moins un residu tyrosine ; de preference X repr^sente la tyrosine ; 

- AAi represente un acide amine choisi parmi Targinine et la lysine ; 

- Y repr^sente ime chafne hydrocarbonee fluor6e en C6-C12 comportant 
de 5 §i 23 atomes de fluor, relive k Tacide amin6 AAi par une fonction -NH-. 

Deux exemples de composes de formule (la) sont illustres ci-dessous et 
30 dans les exemples : 
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a) Exemple 1 : Ciblage des sites angiog^niques. 

L*angiog6nese est un processus biologique naturel de creation de 
nouveaux microvaisseaux sanguins a partir de veinules pr6existaiites. C'est un ph6nom6ne 
complexe qui intervient nonnalement chez Tadulte seulement sous certaines conditions 
5 sp6cifiques telles que la cicatrisation des blessures, T inflammation ou le d^veloppement du 
corpus lutheum au cours du cycle menstruel. Sous des conditions normales le processus 
d'angiogenese s'airete au bout d'un laps de temps approprie indiquant une bonne 
regulation des facteurs stimulateurs et inhibiteurs. Sous certaines conditions pathologiques 
telles que la croissance des tumeurs solides, I'arthrite rhumatol'de, le psoriasis et la 

10 r^tinopathie diab6tique, Tangiog^n^se se developpe de fapon nettement moins controlee 
(« Antiangiogenic agents and their promising potential in combined therapy ». P,A. Burke, 
SJ. DeNardo, Crit Rew, In Oncology/Hematology, (2001), 39, 155-171). II y a plus de 30 
ans J. Folkman 6mit I'hypothfese que la croissance des tumeurs solides 6tait intimement li6e 
au d^veloppement de Tangiogenfese, depxiis de trds nombreuses equipes se sont int6ress6es 

15 ^ ce ph^nom^ne et ont essay^ de mettre au point des substrats susceptibles de bloquer le 
processus d'angiogenese ("Tumor angiogenic therapeutic applications" J. Folkman EngL J. 
Med. (1971), 285, 1 182-1186 et "Tumor angiogenis past, present and the near future". R.S. 
Kerbel Carcinogenesis (2000), 21, 505-521). Parmi les differentes structures test6es, le 
thalidomide initialement present aux femmes enceintes comme s6datif et responsable de 

20 problemes de t6ratog6n6se, s'est x6v6l6 extremement int^ressant pour inhiber le 
d^veloppement vasculaire. L'idte qui a pr^valu dans le travail r6alis6 a 6t6 de greffer le 
thalidomide sur le vecteur pr^alablement dot6 d'lm motif radioactif tel que la tyrosine 
marquee a I'iode 125. Le but recherche dans cet exemple est de visualiser ais6ment les 
sites angiog^niques in vzvo, done les tumevurs solides, et de bloquer leur developpement. 



25 




Mol6cule modele A 



Dans ce but un motif lysine central a 6t6 dot6 d'une chaine 
fluorocarbon6e sur la fonction acide primaire, d'xm motif de type lactose capable 
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d'apporter a la molecule Thydrosolubilit^ necessaire a son adininistration intraveineuse ou 
intrap^ritoneale, de la tyrosine que Ton marque ensuite a Tiode 125 et sur laquelle on 
greffe le thalidomide prealablement dot6 d'une fonction acide reactive en position 3. 

Selon une variante pr6f<5r6e de 1' invention, dans les molecules r6pondant 
5 a la formule (la) le principe actif est choisi parmi les molecules susceptibles de bloquer le 
processus d'angiog^nese, notamment le thalidomide. 

b) Exemple 2 : Vectorisation de spins-traps 

Les cytopathies mitochondriales regroupent une grande variety de 
maladies dont le denominateur commun est un deficit de la chaine respiratoire 

10 mitochondriale. Du fait de la presence ubiquitaire des mitochondries dans Torganisme, ce 
dysfonctionnement pent affecter n'importe quel organe. L'atteinte peut etre isol6e ou, au 
contraire, plurivisc6rale ayant alors generalement une dominante neuromusculaire. II 
n'existe actuellement aucun traitement pour ces maladies qui peuvent dtre classics dans le 
cadre des "maladies orphelines". 

15 II est n^anmoins d^sormais clair que les mitochondries 6tant dans la 

cellule le lieu privil6gi6 de la production des radicaux libres, les deficits de la chaine 
respiratoire sont tres fir^quemment associ6s a ime surproduction de radicaux libres avec 
pour consequence une mort cellulaire acc616ree dans les tissus atteints. Les travaux recents 
effectues a Thopital Necker dans I'^quipe du Dr P, Rustin ( " Increased apoptosis in vivo in 

20 cells lacking mitochondrial DNA gene expression" Wang J, Silva JP, Gustafsson C, Rustin 
P, Larsson NG. Proc Natl Acad Sci USA (2001) (in press)) ont permis de montrer sur une 
s6rie de cellules humaines en culture I'importance de cette production des radicaux libres 
de Foxy gene. Ces cultures cellulaires repr6sentent tons les types de deficits affectant les 
differents complexes de la chaine respiratoire coimus chez Thomme EUes ont 6t6 

25 caracteris6es tant du point de vue du deficit touchant la chaine respiratoire que du point de 
vue de la production des radicaux libres et de ses consequences sur la survie cellulaire. 
Cette collection de cellules represente un outil irrempla9able pour permettre d'6tudier 
refficacit6 de toute molecule ayant pour cible les reactions radicalaires associees aux 
deficits de la chaine respiratoire. 

30 L'identification r^cente dans notre equipe d'une molecule "spin-trap" 

capable de bloquer la mort cellulaire dans des modules cellulaires d'apoptose induite par 
les radicaux libres produits par la chaine respiratoire, nous a donn^ une base pour 
d6velopper des molecules voisines pr^sentant une efficacit6 encore am^lioree 
(^"Superoxide-induced massive apoptosis in cultured skin fibroblasts harboring the 

35 Neurogenic Ataxia Retinitis Pigmentosa (NARP) mutation in the ATPase-6 gene of the 
mitochondrial DNA". Geromel V, Kadhom N, Ceballos-Picot I, Ouari O, Polidori A, 
Munnich A, R6tig A, Rustin P. Hum Mol Genet (2001) (in press)) Le but poursuivi ici a et6 
d'affiner et de simplifier la structure de ces substrats tout en conservant leur activity 
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biologique afin de mettre au point \m processus synthetique ais6ment adaptable au stade 
industriel. Les tests ont €t6 r6alis6s sur plusieurs modeles cellulaires : des cultures 
cellulaires pr^sentant iin deficit de la chaine respiratoire mitochondriale (fibroblastes en 
culture), des cocultures neurones/cellules musculaires soumises k Taction de radicaux 

« 

5 libres et enfin sur des cellules extraites de peaux ayant subi une brMure au 3^^^ degre. 

La finality des recherches entreprises a 6t6 de disposer de pieges a 
radicaux libres utilisables sur le plan clinique pour traiter les ph^nonoienes d'apoptose et 
plus gen6ralement de mort cellulaire imputables k la surproduction de radicaux libres. Les 
r6sultats extremement encourageants obtenus sur ces types cellulaires justifient pleinement 
10 le d^veloppement de ces modeles de vecteurs anaphiphiles. 

La molecule E, batie sur le modele precedent, a 6t6 dotee dans ce cas 
particulier d'un spin-trap bien connu et efficace qui contient un deriv6 de la PBN. 




15 

Molecule E 

Les premiers tests ont 6X6 effectu^s in vitro a Thopital Necker sur des 
fibroblastes issus d'une biopsie de peau d' enfant presentant la mutation NARP, De m§me 
que le produit TAIPBN ( "Superoxide-induced massive apoptosis in cultured skin 

20 fibroblasts harboring the Neurogenic Ataxia Retinitis Pigmentosa (NARP) mutation in the 
ATPase-6 gene of the mitochondrial DNA". Geromel V, Kadhom N, Ceballos-Picot I, 
Ouari O, Polidori A, Munnich A, Rotig A, Rustin P. Hum Mol Genet (2001) (in press) et 
"Synthesis of a glycolipidic amphiphile nitrone as a new spin trap for biological applications". 
O. Ouari, A. Polidori, F. Chalier, P. Tordo, B. Pucci. J. Org. Chem., (1999), 64, 3554-3556). 

25 pr6cedemment test6, la molecule E pr6sente un pouvoir de protection des cellules et inhibe 
le processus d'apoptose. Aucune toxicity n*a 6t6 mesur^e sur ce type de produit sur 
r ensemble des cellules mises en culture. 
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Ces resxiltats valident une fois de plus rint6ret d'un tel concept de 
vectorisation et montrent clairement ses potentialites dans des domaines d' application tout 
k fait diff^rents. 

Selon une autre variante pr6f6ree de Tinvention, dans les molecules 
5 r6pondant a la foimule (la), le principe actif est choisi panni les agents anti-radicalaires, 
notanunent les derives du N-benzylid6ne tertiobutyl amine oxyde. 

Panni les molecules repondant a la fonnule (II), un autre objet particulier 
de Tinvention est constitu6 des. molecules repondant a la formxile (lb) : 

10 Pep-[AAi]-Y 

(lb) 

dans laquelle Y et AAi ont la mSme definition que dans la formule (I) ci- 
dessus, notanunent que dans la formule (la). Pep, qui est une variante de R, repr^sente une 
15 chaine peptidique comportant de 2 a 10, pr6ferentiellement de 4 a 6 acides amines. 
Avantageusement, Pep ou AAi comportent au moins un motif tyrosine. 

De fa9on avantageuse. Pep est choisi pour son affinity pour une cible 
biologique donnee, notamment cette chaine peptidique pent comporter ime sequence RGD 
(argine-glycine-acide aspartique) dont on sait qu^elle est reconnue par les integrines aVpS. 
20 Un autre objet de I'invention est constitu6 des molecules repondant a la 

formule (Ic) : 

Pep-[AAil — Y 



{X)x 
PA 
(Ic) 



dans laquelle x, X, PA, AAi et Y ont la m€me definition que dans la 
25 formule (I) ci-dessus ; notamment les molecules dans lesquelles x, X, PA, AAi et Y ont la 
meme definition que dans la formule (la) ci-dessus ; Pep a la meme definition que dans la 
formule (lb) ci-dessus» 

Pr6f6rentiellement, une ou plusieurs des conditions ci-dessous sont 

v6rifi6es : 

30 - Pep est un peptide reconnu par les int6grines aVps et PA est un agent 

antimitotique ; 

- X, Pep ou AAi comporte au moins un residu tyrosine. 
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- X repr^sente une chaine de 1 a 3 acides amines, 

Un exemple de composes de formule (lb) et (Ic) est illustre ci-dessous et 

dans la partie experimentale : 

c) Exemple 3 : Therapie anticanc^reuse. 

5 A rheure actuelle, aucune technique n'a permis de mettre en Evidence un 

critere de di£f(§renciation ef&cace et done de ciblage ad^quat des cellules tumorales et des 

cellules saines. Conune on Ta vu cependant, la croissance d'une tumeur canc&euse est 

etroitement liee a son taux de vascularisation et done au phenomene d'angiogenese qui 

raccompagne. Ces observations ont anient la commxmaut6 scientifique a mettre au point 

10 des substrats, comme on I'a vu, aptes k inhiber 1' angiogendse et done k bloquer par cet 
interm^diaire le d^veloppement des tumeurs. II est en effet maintenant couraxnment admis 
que des prot6ines membranaires port6es par les cellules angiogeniques et nommees 
int^grines participent activement au processus de proliferation de ces cellules. Plus 
particulierement les int6grines aVpS reconnaissent xuie sequence peptidique particuliere, la 

15 sequence RGD (arginine-glycine-acide aspartique). Le greffage de ce motif sur le vectem 
propos6 doit done lui apporter une capacity de ciblage sp^crfique des sites d'angiogendse et 
done in fine des sites tumoraxix. L'ajout sur ce m@me vecteur d'un agent antimitotique 
devrait permettre la destruction selective des cellules canc6reuses. Dans cette optique la 
molecule B a €t6 preparee dans un premier temps pour verifier Tiimocuite du vecteur et 

20 determiner sa specificite. Afin de doimer un plus grand degr6 de liberty k T agent de ciblage 
celui-ci a 6t€ greffe sur la lysine centrale par rintenn6diaire d'un acide amin6 hydrophobe, 
la serine. La mol6cule est hydrosoluble et pr^sente xm caract&re amphiphile. 




NH 



Structure de la molecule B 
Compte tenu de ces resultats positifs, de nouveaux vecteurs porteurs de la 
5 sequence peptidique RGD et d'un agent antimitotique tel que le melphalan (molecule D) 
ou TAra-C (Molecules C et F)ont alors 6t6 synthetises et sont en cours d' analyse pour lexjr 



activity anticanc6reiise. 

H 




Molecule C (Ara-Q 
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Ff f""F F^-F rF O Lys 



C02Me 




HN^NHz 
NH 



Molteule D (Melphalan) 



10 





OH 



Mol6cule F 

Structure des vecteurs C, F et D 
Les agents antimitotiques choisis ne sont ici que des modeles et illustrent 
simplement la commodity d' introduction et de transport d'un agent antimitotique donn6. 
Ce type de vecteur pent et sera ^galement utilis6 conune agent de vectorisation de substrats 
tels que Tadryamicine (dans ce cas precis la molecule (Ic) comporte un fragment 
peptidique, soit en X soit en Pep, de type Gly-Phe-Leu-Gly), de 5-Fu (5-Fluorouracile), de 
Melphalan, d'inhibiteurs de tyrosine kinase tel que Tinaatinib mesylate (STI571, Glivec®) 
par exemple ou plus gen^ralement de tout agent anticanc6reux apte a etre grefiGS sur ces 
supports. La presence de la chaine hydrophobe fluorocarbon^e favorise le peissage 
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transmembranaire. Le relargage du principe actif est assure par hydrolyse des liaisons 
peptidiques par rintermediaire des enzymes cytoplasmiques adapt^es. 

Les premiers r^sultats in vitro d6}k obtenus valident pleinement ce 

concept, 

5 L'invention a en outre pour objet Tutilisation des composes repondant a 

la formule (I) telle que d^finie ci-dessus pour la preparation d*un medicament. 

En effet, il a ete demontr6 que les composes repondant a la formule (I) 
selon la presente invention etaient dotes d'me biodisponibilite et d'xme capacite a atteindre 
leur cible biologique superiexire ou egale a celle des composes de Tart ant6rieur. 
10 Cette propriety permet d'envisager I'utilisation des molecules de 

rinvention dans des domaines varices : 

- dans le domaine therapeutique, les produits de I'invention peuvent etre 
employes pour la prevention et/ou le traitement de toutes sortes de pathologies, notamment 
les differentes formes de cancer, les pathologies liees au stress oxydatif et a la foraiation 
15 des especes radicalaires oxyg^nees, 

L' invention a par consequent pour objet les compositions 
pharmaceutiques comprenant xm compost selon Tinvention dans un support 
pharmaceutiquement acceptable. 

EUe a egalement pour objet Tutilisation d'un compose de formule A, C, 
20 D ou F pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee a prevenir et/ou 
traiter le cancer. 

Elle a egalement pour objet Tutilisation d'un compose de formule B 
pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee a detecter la presence de 
cellules cancereuses. 

25 Elle a egalement pour objet Tutilisation d'un compose de fomiule E pom- 

la preparation d'une composition pharmaceutique destinee a prevenir et/ou traiter les 
pathologies li^es au stress oxydatif et k la formation des especes radicalaires oxygenics, 
notamment les notaladies immimitaires et inflammatoires, le syndrome d'ischemie- 
reperfusion, Tarteriosclerose, la maladie d'Alzeimer, la maladie de Parkinson, les lesions 

30 dues aux radiations UV et ionisantes, certains cancers tels que les meianomes, le 
vieillissement cellulaire. 

Les produits de I'invention peuvent etre administres par toute voie 
connue de I'homme du m6tier, notanament par injection intraveineuse ou intramusculaire, 
par administration orale ou cutanee. lis peuvent Stre utilises seuls ou en association avec 

35 d'autres actifs. Leur dosage et la quantit6 administree quotidieimement sont adapt^s en 
fonction de I'activite mesuree pour la molecule concemee et en fonction du poids du 
patient. 
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- dans le domaine cosmetique, le compose de formule E peut etre utilisd 
pour pr6venir et/ou traiter les effets du vieillissement. 

L'invention a done 6galement pour objet xme composition cosm^tique 
comprenant xm compost de formule E dans im support cosm^tiquement acceptable. 

Ladite composition peut etre destin^e a me application sur la peau ou sur 
les phanSres (ongles, cheveux). 

Elle peut se presenter sous forme d'une solution aqueuse ou huileuse, 
d'une Emulsion eau-dans-l'huile ou huile-dans-l'eau, d'une Emulsion triple, d'un onguent. 

Les composes de T invention peuvent etre introduits dans toute 
composition cosm6tique pour laquelle une activity antiradicalaire est recherchee : une 
creme de soin cutan6e, un produit de protection solaire, ^m demaquillant^ un masque po\ir 
la peau ou les cheveux, un shampoing, un produit de maquillage tel qu'un rouge a levres, 
un fard, un fond de teint, un vemis k ongles, etc... 

Du fait de leur solubility dans des milieux varies, les composes de 
rinvention sont faciles a mettre en oeuvre et peuvent etre employes dans des conditions tres 
diverses. 

P ARTIE EXPERIMENTALE 
1/ Exemple 1 : 

A" Preparation de la molecule A 

2g (4mmol) de compost azoture de 1H,1H,2H,2H perfluorodecane 
dissous dans 30ml de methanol anhydre, sont soumis k xane hydrog^nation en presence de 
palladiimi sur charbon. Apres 4 heures de reaction, le miUeu est filtr6 sur celite et le 
solvant 6vapore sous pression r6duite. L'amine correspondante 2 est isol6e sans 
purification (rendement quantitatif). 

Le compos6 2 est remis en reaction dans 30 ml de dichloromethane en 
presence de 2.2g (4ramol) de Boc-Lys-(Z)- OPhFs 3, Le pH de la solution est amene a 8 
par ajout de quelques gouttes de DIE A. 

Apres 16 heures d' agitation a temperature ambiante, le milieu r^actionnel 
est concentre sous pression r^duite. 

Le milieu est purifi6 par chromatographic sur colonne de gel de silice 
(eluant : acetate d'6thyle/cyclohexane 3/7). Par cristallisation dans un melange acetate 
d*6thyle/hexane, le compos6 fluor6 4 (2.68 g; 3.24nmiol; 80%) est obtenu sous forme d'une 
poudre blanche. 
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O 

4 

rf : 0.36 dans cyclohexane/acdtate d'ethyle 5/5. 

[a]D=-8.2(c:l;CHCl3). 
5 Point de fusion : 86.5-88.3°C 

RMN ^H(250MHZ, CDCI3) : 8 7.36 (5H, s, CH arom), 6.85 (IH, m, NH 
amide), 5.27 (lH,d, J=6.65Hz, NH ur6thane), 5.1 1 (2H, s, CH2O), 4.99 (IH, t, J=5.8Hz, 
NH ur6thane), 4.06 (IH, m, CHCO), 3.58 (2H, dd, J=6.5Hz, CH2NH), 3.20 (2H, dd, 
J=6.2Hz, CH2NH), 2.35 (2H, m, CE^CFz), 2.0 a 1.0 (15H, m, CH3 du Boc et CH2 Lys). 
10 RMN ^^C(62.86MHZ, CDCI3) : 5 172.5 (CONH), 156.7 ; 155.9 

(OCONH), 136.6 (C^ arom.), 128.5 ; 128.1 (CH arom.), 80.4 (C^\ 66.7 (CH2OCONH), 
54.4 (CHCO), 40.2 (CH2NH), 31.9 (CH2NH), 31.3 (CH2), 30.7(CH2Rf), 29.5 (CH2), 28.2 

(CH3 du tert butyl), 22.4.(CH2). 

RMN ^^F(235MHZ, CDCI3) : 6 -80.7 (3F, s, CF3), -113.9 (2F, s, 
15 CF2CH2), -121 .9 (6F, s, (CF2)3), -122.7(2F, s, CF2),-123.5 (2F, s, CF2), -126.6 (2F, s, 
CF2CF3). 

0.5g (0.6mmol) de compose 4 dissout dans 30 ml de dioxane subit une 
hydrogenation en presence de palladium sur charbon. 

Apres 15 heures de reaction, le milieu est filtr6 sur c61ite et le solvant 
20 6vapor6 sous pression reduite. L' amine 5 obtenue est mise en reaction dans du 
dichloromethane en pr6sence de 0.2 Ig (0.44mmol) de lactobionolactone firaichement 
pr6par6e et de la DIEA est ajoutee au milieu afin d'amener le pH de la solution a 8. 

Apr^s disparition totale de Tamine 5 (CCM), le milieu reactionnel est 
concentre sous pression r6duite. 40 mL d'un melange anhydride acetique/pyridine 1:1 sont 
25 additionn6s a froid sur le brut r^actioimel. L'agitation est maintenue a temperature 
ambiante pendant 18 heures puis le melange rdactionnel est jet6 sur 150 mL d'HCl IN. La 
phase aqueuse est extraite par 3 fois avec 50 mL de dichloromethane. La phase organique 
est respectivement lav6e k deux reprises par 60 mL d'HCl IN, puis par 60 mL de saumure 
et enfin s6ch6e sur Na2S04- Les solvants sont 61imin6s sous pression reduite et le brut est 
30 purifie par chromatographie flash sur gel de silice (61uant : acetate d'6thyle/cyclohexane 
6/4 puis 7/3) pour conduire au compose 6 (0.55 g; 0.39mmol; 65%) sous forme de poudre 
blanche. 
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if ; 0.22 dans acetate d'dthyle/cyclohexane 6/4 

[a]D = + 2.9(c, 1,CHC13) 
5 Point de fusion : 65 °C (d^but de decomposition) 

RMN (250 MHz, DMSO-d6) : 6 8.07 (2H, m, NH), 7.34 (5H, s, CH 
arom.), 7.01 (IH, m, NH), 5.47 (IH, m , H du sucre),5.30 a 5.10 (2H, m, H du sucre), 5.02 
k 4.79 (5H, m, CH2-O et H du sucre), 4.50 k 3.90 (8H, m, H du sucre et CHa de la lysine), 
3.38 (2H, m, CH2-NH), 2.97 (2H, m, CH2-NH), 2.30 (2H, m, CH2-CF2), 2.14. 2.09. 2.04. 
10 2.0 1 , 1 .96, 1 .92 (24H, 6s, CH3 des acetyls), 1 .65 ^ 1 . 1 0 (6H, m, CH2 de la lysine) 

RMN '^C (62.86 MHz, CDCI3) : 8 171.3 (CO-NH), 170.5, 170.5, 170.1, 
170.0, 170.0, 169.7, 169.2 (7s, CO-O), 167.9 (CO-NH), 156.7 (O-CO-NH), 136.7 (C^ 
atom.), 128.4, 128.0, 127.9, (CH arom.), 101.6 (CH-1'), 77.9 (CH-4), 72.7 (CH-2), 71.1, 
70.9 (CH-5' et CH-3'), 70.0 (CH-5), 69.4 (CH-3), 69.0 (CH-2'), 66.9 (CH-4'), 66.5 (CH2- 
15 O), 61.6, 61.0 (CH2-6 et CH2-6'), 52.6 (CH-CO), 40.4 (CH2-NH), 31.9 (CH2-NH), 31.2 
(CH2-), 30.5 (CH2-Rf), 29.1 (CH2-), 22.2 (CH2-), 20.6, 20.5, 20.4, 20.4, 20.3 (CH3 des 
acetyls) 

RMN ''F (235 MHz, DMSO-d6) : 8 -80.2 (3F,s, CF3). -113.0 (2F, S.CF2- 
CH2), -121.4 (6F,s, 3CF2), -122.2 (2F, s, CF2), -123.0 (2F, s, CF2), -125.4 (2F, s, CF2- 
20 CH2). 

La d^protection du groupe benzyloxycarbonyle du composd 6 se d6roule 
selon le protocole experimental dej^ d^crit lors du passage du compos6 4 au compos6 5. A 
partir de 0.5 g (0.36mmol) de compos6 6, on obtient I'amine 7 avec un. rendement 
qviantitatif. 

25 L'amine obtenue 7 est mise en reaction dans 30 ml de dichlorom6thane 

en presence de 0.2 Ig (0.44mmol) de Z-Tyr-OPhFs (composd 8) et de la DIEA est ajout^e 

afin d'amener le pH de la solution k 8. 

Aprds disparition totale de l'amine 7 (CCM), le milieu r^actionnel est 

concentre sous pression r6duite et purifie par chromatographie sur colonne gel de silice 
30 (eiuant : acetate d'ethyle 7/cyclohexane3). Le compose 9 (0.32 g; 0.21mmol; 58%) est 

obtenu sous forme d'une poudre blanche. 
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rf : 0.35 dans ac6tate d'6thyle7/cyclohexane3. 

[a]D = +1.5(c: l;CHCl3). 
5 Point de fusion : 37.6°C (d6but de decomposition). 

RMN (250 MHz, DMSO-d6) : 8 8.01 (2H, m, NH), 7.71 (IH, m, NH), 
7.21 (5H, s, CH arom.), 7.05 (3H, m, NH, 2H arom tyr), 6.89 (2H, d, J= 8.29Hz 2H arom 
tyr), 5.22 (IH, d , J=5.35Hz H du Sucre), 5.02 (2H, s, CHjPh), 4.99 (2H, s, CHaPh), 4.92 
(2H, m, H du sucre), 4.70 h 4.55 (5H, m, H du sucre), 4.01 a 3.75 (9H, m, CHa tyr, CHa 
10 lys, CH2NH, 5H du sucre), 2.76 (2H, m, CH2-NH), 2.16 (2H, m, CH2-CF2), 1.90 k 1.68 
(24H, 6s, CH3 des acetyls), 1.29 a 0.91 (6H, m, CH2 de la lysine) 

RMN ^^C (62.86 MHz, CDCI3) : 5 171.85; 171.48 (CO-NH), 170.67, 
170.32, 170.18, 170.0, 169.63; 169.42 (6s, CO-O), 156.29 (CO-NH), 137.47; 136.61; 
135.54 (C^ arom.), 130.71; 129.03; 128.80; 128.71; 128.12; 127.96; 121.17 (CH arom.), 
15 101.07 (CH-r), 78.69 (CH-4), 72.22 (CH-2), 70.86; 70.21 (CH-5' et CH-3'), 70.06 (CH- 
5), 69.61 (CH-3), 69.3 (CH-2'), 67.60 (CH-4'), 65.69 (CH2-O), 61.72, 61.48 (CH2-6 et 
CH2-6'), 56.62 (CHatyr); 52.68 (CHodys); 37.48 (CH2-NH), 31.86 (CH2-NH), 31.43 
(CH2-), 30.08 (CH2-Rf), 29.09 (CH2-), 22.77 (CH2-), 21.08, 21.03, 20.94, 20.86, 20.76 
(CH3 des acetyls) 

20 RMN *^F(235 MHz, DMS0-d6) : 5 -80.19 (3F,s, CF3), -113.38 (2F, 

s,CF2-CH2), -121.67 (6F,s, 3CF2), -122.45 (2F, s, CF2), -123.24(2F, s, CF2), -125.70 (2F, s, 
CF2-CH2). 

A nouveau, selon le protocole experimental d6jk d^crit, 0.3g (0.19mmol) 
de compose 9 dissout dans 30ml d'ethanol subit ime hydrogenation en presence de 
25 palladium sur charbon. 

L'amine 10 obtenue est mise en reaction dans du dichloromethane en 
presence de 0.107 g (0.23nmiol) d'ester actif de thalidomide 11 et de la DIEA est ajout6e 
afin d'amener le pH de la solution k 8. 
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Rf = 0.65 dans AcOEt 7/cyclohex. 3 
5 [aD]=+3.9(c:l;DMF) 

RMN (250MHz, CDCI3) :8.63 (IH, s, Ph); 8.61 (IH, d, Ph); 8.09 (IH, 
d, Ph); 5,04 (IH, m, NCH); 2.86 (3H, m, CH^CO, CHCH2CO); 2.19 (2H, m, CHCI^. 

RMN ^^F (235MHz, CDCh).: -152.6 (2F, d, CF); -156.67 (IF, t, CF); - 
161.87 (2F, t,CF). 

10 RMN (62.86, DMSO) :177.97; 174.93; 171.64; 171.61; 170.96 (5 

CO); 142.01; 140.94; 139.68; 136.89; 129.09; 128.64 (C aromatiques); 54.44 (NCH); 
36.13 (CI^CO); 27.12.(NCHCH2) 11 

Apres disparition totale de ramine 10 (CCM), le milieu r^actionnel est 
concentre sous pression r^duite et purifi6 par chromatographie sur colonne gel de silice 
15 (61uant : acetate d'ethyle /cyclohexane 8/2 a 9/1). 

Le compose 12 est obtenu avec un tres faible rendement (1 Img; 6.4|amol; 

4.5%). 

rf : 0.63 dans acetate d'ethyle . 

La d^sacetylation de la partie saccharidique de la molecule est effectuee a 
20 temperature ambiante dans du methanol contenant une quantite catalytique de m6thylate de 
sodium. 

Apres traitement sur de la r^sine H*" (amberlite IRC 50), filtration et 
Evaporation du solvant, le produit desacetylE A est isole avec im rendement quantitatif. 



wo 2004/043993 




PCT/FR2003/003336 



23 




OH 
A 



B- Tests biologiques 

5 Un tel substrat ne presente auciine toxicite r6dhibitoire sur des cultures 

cellulaires de fibroblastes et de m^lanomes B16, /n vivo, la molecule se concentre dans le 
stroma de la tumeur ce qui pemiet de la visualiser de fagon tres nette (Cf Tableau 1). 



Tissu 


15 mn 


1 h 


Tximeur (stroma) 


4,5 ± 0,7 


5,4 ± 0,2 


Tvimexir (centre) 


2,6 + 0,5 


2,7 ± 0,5 


Sang 


5,9 ±1,2 


3,4 ± 0,7 


Foie 


4,5 ± 1,1 


2,2 ± 0,8 


Rein 


4,6 ± 0,5 


4,0 ± 0,9 


Thyroide 


5,6 + 0,8 


9,8 ±1,7 



10 Tableau 1 : Radioactivit6 mesur^e dans diff6rents organes de souris 

porteuses de m^lanomes B16 apres injection par voie IP de la molecule A (10 nCi/animal). 

Les recherches en cours pennettront de pr6ciser son efficacite par rapport 
au thalidomide seul pour bloquer le d6veloppement tumoral. Les premiers r6sultats obtenus 
au cours de tests de croissance vasculaire sxir des embryons de poxilet (chick aortic ring 

15 assays) ont montr6 TefBcacit^ de cette structure poxor inhiber la croissance des 
microvaisseaux. la molecule A se r6vele efiBcace k 20pM et bloque totalement le 
d^veloppement k 200|llM alors qu'a de telles concentrations le thalidomide se r6v61e 
ineflBcace* 



■ 
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Ce premier r^siiltat d^montre rinnocuit6 g6n6rale de la structure 
proposfe et son int^rSt 6ventuel pour le diagnostic, le thalidomide n'etant ici qu'un 
exemple de principe actif • 

21 Example 2 ; preparation de la mol6cule E, 
5 Get exemple de synthese est illustre par la figure 1 . 

Svnthese de Tester actif HOOCPBN 



10 




Y 

L' acetate de N-(tert-butyl)hydroxylamiae est dissout dans une solution 
15 aqueuse saturee de carbonate de sodium. L'hydroxylamine est extraite a Tether. La phase 
organique est s^chee sur Na2S04 puis le solvant est elimine sous pression reduite pour 
conduire a la N-^er/-butylhydroxylamine libre sous forme de cristaux blancs pulv6rulents. 

1 .00 g de 4-carboxy benzaldehyde (6.67 mmol - 1 equiv. ) et une pointe 
de spatule de tamis moleculaire 4 A sont mis en suspension sous atmosphere d' argon dans 
20 5 mL d'6thanol anJiydre degaze. 0.570 g d'hydroxylamine (6.37 mmol - 0.95 6quiv.) en 
solution dans 5 mL d'ethanol sont additionnfe a la solution de benzaldehyde, et le milieu 
est port6 sous obscurity k 60 °C. Apr^s 18 heures, 0.200 g d'hydroxylamine (2.25 mmol - 
0.33 6quiv .) sont additionn^s au milieu et T agitation est poursuivie pendant 18 nouvelles 
heures. Le melange r^actioimel est filtre sur couche de c61ite, le solvant est elimine sous 
25 pression reduite et le brut est purifi6 par chromatographic flash sur gel de silice (61uant : 
acetate d'6thyle/cyclohexane 6:4). Apres recristallisation dans im melange methanol/ether 
la nitrone X (0. 590 g - 2.67 mmol ~ 40 %) est obtenue sous forme d'une poudre blanche. 

Masse molaire (C12H15NO3) : 221,3 g.mol'* 
Point de fusion : 214.5 - 215.7 
30 RMN (250 MHz, DMSO-d6) : 8 8.42 (2H, m, J = 8.5 Hz, H arom.), 

7.95 (3H, m, H arom. et CH=N(0)), 1,51 (9H, s, CH3 du terUhiOyl) 

RMN ^^C (62.86 MHz, DMSO-d6) : 5 166.9 (CO), 135.3 (d^ arom), 
131.0 (CH=N(0)), 129.2 (CH arom.), 128.3 (C^^ arom), 127.9 (CH arom.), 71.1 (C^), 27.8 
(CH3 du tert'hntyl) 
35 UV (MeOH, nm) : ^^lax = 287 

0.260 g de nitrone X (1.18 mmol - 1 equiv.) sont mis en solution sous 
atmosphere d'argon dans 15 ml de dioxane. 0.290 g de DCC (1.41 mmol - 1.2 ^quiv.) et 
0.16 g de HOSu (1.41 mmol -1.2 6quiv.) sont additionn6s au milieu r6actionnel. Aprds 48 
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heures d' agitation le milieu reactionnel est filtr6 sur verre fritte (Porosite 4) puis le solvant 
est 61imin6 sous pression r6duite. Apres purification par chromatographie flash sur gel de 
silice (61uant : ac6tate d'6thyle/cyclohexane 6:4) puis recristallisation dans un melange 
acetate d'ethyle/hexane, le compost Y (0.25 g - 0.79 mol - 67 %) est obtenu sous forme 
d'une poudre blanche. 

Masse molaire (C16H18N2O5) : 318,3 g.mor^ 

Point de fusion : 177.4 - 178.3 °C 

RMN (250 MHz, CDCI3) : 6 8.37 (2H, m, J = 8.6 Hz, H arom.), 8.12 
(2H, d, J = 8.6 Hz,H arom.), 7.65 (IH, s, CH=N(0)), 2.89 (4H, s, CH2-CO), 1.61 (9H, s, 
CH3 du tert-hutyl) 

RMN ^^C (62.86 MHz, CDCI3) : 6 169.3, 161.3 (CO), 136.8 (C^ arom), 
130.7 (CH arom.), 128.6 (d^ arom), 128.6 (CH arom.), 125.5 (CH=N(0)), 72.2 (C^^), 28.4 
(CH2-CO), 25.7 (CH3 du tert'hutyl) 

Svntfafese du [5 -tert-Butoxvcarbonvlamino-5- 

f33,4A5,5 .6.6.7 J>8>8>9,9a0 JO JO-heptadecafluoro-decvlcarbamovlVpentvlVcarbami^ 
acid benzyl ester 3 
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2.26 g d'azoture C8F17CH2CH2N3 (4.62 mmol - 1 equiv.) sont dissous 
dans 20 ml d'ether. Le milieu est port6 a 0°C et 300 mg de palladium sur charbon (10 % - 
65 mg/mmol) sont additioimes par fractions. Apres 6 heures d* agitation dans la bombe a 
hydrogenation (pression 8 bars), le milieu est filtr6 sur couche de c61ite et les solvants sont 

30 elimin6s sous pression r^duite. L'amine C8F17CH2CH2NH2 2 est obtenue sans purification. 

L79 g de Boc-Lys(Z)OH (4.70 mmol - 1 6quiv.), 1.07 g de DCC (5.18 
mmol - 1-1 equiv.) et 0.64 g d'HOBt (4.70 mmol - 1 equiv.) sont mis en solution dans 20 
mL de dichlorom6thane anhydre. Aprds 15 minutes d' agitation, T amine 2 en solution dans 
10 mL de dichlorom6thane anhydre est ajoutee au melange. L'agitation est poursuivie 

35 pendant 24 heures. Le brut reactionnel est filtr^ sur verre fritte (Porosite 4) puis les 
solvants sont 61imin6s sous pression r6duite. Apres purification par chromatographie flash 
sur gel de silice (61uant : cyclohexane/acftate d'^thyle 7:3 k 6:4) le compost fluor6 3 (3.11 
g - 3.70 mmol - 79 %) est obtenue sous foraie d*une poudre blanche. 
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Masse molaire (C29H32F17N3O5) : 825,6 g-mol"^ 
Point de fusion : 86.5 - 88.3 °C 

RMN (250 MHz, CDCI3) : 5 7.36 (5H, s, CH axom.), 6.85 (IH, m, NH 
amide), 5.27 (IH, d , J = 6.65 Hz, NH nr6thane), 5.11 (2H, s, CH2-O), 4.99 (IH, t, J = 5.8 
Hz, NH urdthane), 4.06 (IH, m, CH-CO), 3.58 (2H, dd, J = 6.5 Hz, CH2-NH), 3.20 (2H, 
dd, J = 6.2 Hz, CH2-NH), 2.35 (2H, m, CH2-CF2), 2.0 ^ 1.0 (15 H, m, CH3 du Boc et CH2 
lys) 

RMN ^^C (62.86 MHz, CDCI3) : 8 172,5 (CO-NH), 156.7, 155.9 (O-CO- 
NH), 136.6 (C^^ arom.), 128.5, 128.1 (CH arom.), 80.4 (C^), 66.7 (CH2-O-CO-NH), 54.4 
(CH-CO), 40.2 (CH2-NH), 31.9 (triplet, CH2-NH), 31.3 (CH2), 30.7 (CH2-Rf), 29.5 (CH2), 
28.2 (CH3 du tert'hntyY), 22.4 (CH2) 

RMN ^^F (235 MHz, DMS0-d6) : 5 -80.7 (CF3, s), -113.9 (CF2-CF3, s), - 
121.9 (3 CF2, m), -122.7 (CF2, s), -123.5 (CF2, s), -126.0 (CF2-CH2, s) 

[a]D = -8.2(c,l,CHCl3) 

Svnthese du LactoLvsfZ^CRF j j(OAc>g 5 



20 




O 



2.03 g du conapos6 3 (2.45 mmol - 1 6quiv.) sont dissous dans 20 mL de 
25 dichloromethane anhydre. Le milieu est amen6 k O^C et 40 mL d'lm melange CH2CI2/TFA 
8.5:1.5 sont additioim6s goutte k goutte en conservant la temp6rature k 0°C tout au long de 
r addition. Apres 4 heures d' agitation les solvants sont 61imines sous pression reduite. Le 
brut est repris dans r6ther puis evapor6 afin d'61iminer les traces de TFA r6siduelles par 
co-6vaporation. L'op6ration est r6p6t6e plusieurs fois et conduit a Tamine libre 4. 
30 Parallfelement 1.15 g d'acide lactobionique (3.19 mmol - 1.3 6quiv.) est 

mis en suspension dans 40 mL d*un melange m6thoxy6thanol/tolu6ne 1:1 acidifie par 3 
gouttes de TFA. 

Apres Evaporation a 45 °C sous pression reduite, le milieu est repris dans 
30 mL de melange m6thoxy6thanol/toluene 2:1 puis 6vapore sec. Cette demi^re operation 
35 est r6pet6e 2 fois pour conduire k la lactobionolactone. 

La lactobionolactone et T amine 4 sont mises en solution sous 
atmosphere d'argon dans 40 mL de methanol. Le pH de la solution est amene a 9 par 



10 



15 
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addition de TEA puis le milieu est port6 a reflux pendant 24 heures. Aprbs elimination du 
methanol sous pression r6duite, 40 mL d'un m61ange anhydride ac6tique/pyridine 1:1 sont 
additionn^s k froid sur le brut. L'agitation est maintenue pendant 18 heures puis le melange 
r6actionnel est jet6 sur 150 mL d'HCl IN. la phase aqueuse est extraite par 3 fois 50 mL de 
dichlorom6thane. La phase organique est respectivement lav6e par 2 fois 60 mL d'HCl IN, 
puis par 60 mL de saumure et enfln s6ch6e sur Na2S04. Les solvants sont ^limin6s sous 
pression reduite et le brut est purifl6 par chromatographie flash sur gel de silice (61uant : 
ac6tate d'dthyle/cyclohexane 6:4 k 7:3) pour conduire au compost 5 (2.23 g - 1.59 mmol — 
65 %) sous forme de poudre blanche. 

Masse molaire (C52H60F17N3O22) : 1402,0 g-mol"^ 

Point de fusion : 65 °C (d6but de decomposition) 

RMN (250 MHz, DMS0-d6) : 5 8.07 (2H, m, NH), 7.34 (5H, s, CH 
arom.), 7.01 (IH, m, NH), 5.47 (IH, m , H du sucre), 5.30 k 5.10 (2H, m, H du sucre), 5.02 
h 4.79 (5H, m, CH2-O et H du sucre), 4.50 h 3.90 (8H, m, H du sucre et CH de la lysine), 
3.38 (2H, m, CH2-NH), 2.97 (2H, m, CH2-NH), 2.30 (2H, m, CH2-CF2), 2.14, 2.09, 2.04, 
2.01, 1.96, 1.92 (24H, 6s, CH3 des ac^yls), 1.65 k 1.10 (6H, m, CH2 de la lysine) 

RMN "C (62.86 MHz, CDCI3) : 6 171.3 (CO-NH). 170.5, 170.5, 170.1, 
170.0, 170.0, 169.7, 169.2 (7s, CO-O), 167.9 (CO-NH), 156.7 (O-CO-NH), 136.7 (C^ 
arom.), 128.4, 128.0, 127.9, (CH arom.), 101.6 (CH-1'), 77.9 (CH-4), 72.7 (CH-2), 71.1, 
70.9 (CH-5' et CH-3'), 70.0 (CH-5), 69.4 (CH-3), 69.0 (CH-2'), 66.9 (CH-4'), 66.5 (CH2- 
O), 61.6, 61.0 (CH2-6 et CH2-6'), 52.6 (CH-CO), 40.4 (CH2-NH), 31.9 (triplet, CH2-NH). 
31.2 (CH2-), 30.5 (triplet, CH2-Rf), 29.1 (CH2-), 22.2 (CH2-), 20.6, 20.5, 20.4, 20.4, 20.3 
(5s, CH3 des acetyls) 

RMN (235 MHz, DMS0-d6) : 5 -80.2 (CF3, s), -1 13.0 (CF2-CF3, s), - 
121.4 (3 CF2, s), -122.2 (CF2, s). -123.0 (CF2, s), -125.4 (CF2-CH2, s) 

[a]D = + 2.9(c, 1,CHC13) 

Synthase du LactoLysfPSN^Cg Fr ^rOAc^g J? 
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AcOOAc 



AcO 




wo 2004/043993 




PCT/FR2003/003336 



28 

0.400 g de compost 5 (0.28 mmol - 1 6quiv.) sont dissous dans 10 ml de 
dioxane. Le milieu est port6 k 0°C at 0.190 g de palladium sur charbon (10 % - 65 
mg/mmol) sont additionn^ par fractions. Apr^s 20 heures d'agitation dans la bombe k 
hydrog^nation (pression 8 bars), le milieu est filtr6 sur couche de c61ite et les solvants sont 
5 61imin6s sous pression r^duite. L' amine 6 est obtenue sous forme d'une poudre blanche 
sans purification. 

L' amine 6 est mise en solution sous flux d' argon dans 5 mL de 
dichlorom^thane anhydre. 0.090 g d' ester actif X (0.28 mmol — 1 equiv.) sont ajoutes au 
milieu et le pH est amen6 k 9 par addition de DIEA. 
10 L'agitation est potirsmvie sous atmosphere d' argon pendant 24 heures. 

Les solvants sont 6vapor6s sous pression reduite et le brut est purifi6 par flash 
chromatographie sur gel de silice (61uant : acetate d'6thyle). Une purification 
suppl6mentaire par chromatographie d' exclusion de taille sur r^sine Sephadex LH-20 
(^luant : dichlorom6thane/6thahol l:l)permetd'obtenirlanitrone 7 (0.230 g-0.156mmol 
15 — 54 %) sous forme d'une poudre blanche. 

Masse molaire (C56H67F17N4O22) : 1471,1 gjnol"' 
Point de fusion : 75 °C (d^but de d6composition) 

RMN 'H (250 MHz, CDCI3) : 5 8.36 (2H, d, J = 8.3 Hz, H arom.), 7.92 
(2H, d, J = 8.4 Hz, H arom.), 7.68 (IH, s, CH=N(0)), 6.94 (3H, m, NH), 5.51 (IH, dd, J = 

20 2 Hz et J = 4.4 Hz, H-4'), 5.32 (2H, m, H-2 et H-3), 5. 17 h 4.95 (3H, m, H-2',H-5 et H-3'), 
4.62 (IH, d, J = 7.7 Hz, H-1'), 4.50 (IH, dd, J = 2.7 Hz et J = 12.5 Hz, H du sucre), 4.33 
(IH, m, CH de la lysine), 4.18 (IH, dd, J = 1.6 Hz et J = 6.3 Hz, H sucre), 4.12 k 3.87 (4H, 
m, H sucre et H-5'), 3.50 (2H, m, CH2-NH), 3.39 (2H, m, CH2-NH), 2.35 (2H, m, CH2- 
CF2), 2.15, 2.09, 2.08, 2.04, 2.02, 2.00, 1.96 (24H, 7s, CH3 des acetyls), 1.60 (1 IH, m, CH3 

25 du /erf-butyl et CH2 Lys), 1.85 (2H, m, CH2 Lys), 1.35 (2H, m, CH2 Lys) 

RMN (62.86 MHz, CDCI3) : 5 171.5 (CO-NH), 170.6, 170.5, 170.3, 
170.3, 170.0, 169.7, 169.32 (7s, CO-0), 168.2 (CO-NH), 167.1 (CO-NH), 135.2 (C'^ 
arom.), 133.7 (C^^ arom.), 129.3 (CH=N(0)), 128.6, 127.3, (CH arom.), 101.7 (CH-l'X 
78.5 (CH-4), 72.9 (CH-2), 71.4 (C^^), 71.0, 70.9 (CH-5' et CH-3'), 68.9 (CH-5), 69.3 (CH- 

30 3), 69.0 (CH-2'), 66.9 (CH-4'), 61.6, 61.1 (CH2-6 et CH2-6'), 52.7 (CH-CO), 39.4 (CH2- 
NH), 31.9 (m, CH2-NH), 31.1 (CH2-), 30.5 (triplet, CH2-Rf), 28.7 (CH2-), 28.2 (CH3 du 
fcrt-butyl), 22.2 (CH2-), 20.7, 20.7, 20.7, 20.6, 20.5, 20.5, 20.4, (7s, CH3 des acetyls) 

RMN '^F (235 MHz, CDCI3) : 8 -80.7(s, CF3), -1 14.2 (s, CF2-CF3), - 
121.9 (s, 3 CF2), -122.7 (s, CF2). -123.5 (s, CF2), -126.1 (s, CF2-CH2) 

35 [a]D = +1.6(c, l.CHCla) 
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3/ Exemole 3 ; 

A- Synthase du compose B 




1 

Dans un ballon de 100 ml, 0,99 g (3.10'^ mol) de Cr Lys(Z) OMe 
sont dissoxis dans 10 ml de Dichlorom^thane. Le pH est amene a 8 a Taide de TEA. 
Ensuite 1,15 g (3.10'^ mol, 1 eq.) de Fmoc Ser(OtBu) OH sont ajout^s ainsi que 1,72 g 
(3,9.10"^ mol, 1,3 eq) de BOP. 

Le pH est maintenu h 8 tout au long de la reaction. Le milieu est 
naaintenu sous agitation k temperature ambiante pendant 24 heures. Une fois la reaction 
termin^e (CCM), la phase organique est lav6e au HCl IN, puis au NaHCOs afin de r6tablir 
un pH de 7. La phase organique est s6ch.6Q sva Na2S04, filtr6e, puis 6vapor6e sous pression 
r^duite. La cristallisation peut s'e£fectuer dans vai melange Dichlorom6thane / Et20. On 
obtient 1 ,93g du compost 1 sous forme d'une poudre blanche. 

Rendement : 98%. 

Rf = 0,58 dans 6 Acetate d'^thyle/ cyclohexane 4. 

Temperature de degradation: 80,6°C. [a]°20= +1 7,9 (c, 1 , CH2CI2). 

RMN du dans CDCI3: 

5 = 7,75 (2H, d, ar Fmoc); 7,60 (2H, d, ar Fmoc); 7,43-7,21 (5H, m, ar 
Fmoc, NH Lys); 7,31(5H, s, ar Z Lys); 5,78 (IH, d, NH Ser); 5,08 (2H, s, CK^ Z Lys); 
4,84 (IH, t, NH Z Lys); 4,60 (IH, m, CH Lys); 4^9 (2H, d, Fmoc); 4,24 (2H, m, CH 
Ser, CH Fmoc); 3,81 (IH, dd, Cflj Ser); 3,73 (3H, s, OCfia Lys); 3,39 (IH, dd, Cga Ser); 
3,17 (2H, CI]^-NH Lys); 1,85-1,29 (6H, m, CH-CHa-CHg-CI^Lys); 1,22 (9H, s, tBu Ser). 

RMN du "C dans CDCI3: 
5 = 172,94 (CO Lys); 170,88 (CO Ser); 157,08; 156,67 (2 O-CO-NH 
Fmoc et Z); 144,52; 144,36; 141,93; 137,23; 129,13; 128,71; 128,35; 127,71; 125,76; 
120,62 (C ar Fmoc et Z); 74,96 (£(CH3)3 Ser); 67,80; 67,24 (QHz Fmoc et CH2 Z); 62,39 
(C*-CH2 Ser); 54,93 (C*-CH2 Ser); 52,99; 52,74 (OCH3 Lys et C*-CH2 Lys); 47,76 (CH 
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Fmoc); 41,27 (CH2-NH-CO-O Lys); 32,74 (CH2- CH2-NH-CO-O Lys); 30,02 (C*-CH2 
Lys) ; 27,99 (C(£H3)3 Ser); 22,92 (C*-CH2- CH2 Lys). 




2 



Dans im ballon de 50 ml, on dissout 0,68 g (1,53.10'^ mol) de Fmoc 
Asp(OtBu)OH, dans 10 ml de dichlorom6thane, 0,34 g (1,83.10'^ mol, 1,2 eq) de 
pentafluoroph6nol et 0,38 g (1.83.10"^ mol, 1,2 eq) de DCC. La reaction est laiss^e sous 
agitation k temperature ambiante pendant 15 heures. Apr6s filtration, le milieu est 
concentr6 sous pression r6duite. L'huile r^siduelle est chromatographi^e sxa gel de silice 
(61uant acetate d'ethyle/ cyclohexane : 2/8). La cristallisation se fait dans I'ac^tate 
d'ethyle/ hexane. On obtient 760 mg de 2 sous forme d'une poudre blanche. 

Rendement : 86,2% 

Point de fusion : 94,6 - 95,8 °C. [of 20= -2,3 (c, 1 , CH2CI2). 
RMN du dans le CDCI3: 

6 = 7,77 (2H, d, at Fmoc); 7,61 (2H, d, ar Fmoc); 7,43-7,28 (4H, m, ar 
Fmoc); 5,98 (IH, d, NH); 4,98 (IH, m, CH Asp); 4,49-4,23 (3H, m, CH2 Fmoc, CH 
Fmoc); 3,15 (IH, dd, CH2 Asp); 2,90 (IH, dd, CI^ Asp); 1,48 (9H, s, tBu Asp). 

RMN du ^^C dans le CDCI3: 

5 = 170,35; 168,09 (2 £0-0); 156,55 (O-CO-NH Fmoc); 144,43; 
144,26; 142,01; 128,47; 127,78; 125,79; 120,71 (C ar Fmoc); 143,82-136,34 (CF) ; 83,39 
(C(CH3)3 Asp); 68,21 (CH2 Fmoc); 50,97 (C*-CH2 Asp); 47,76 (CH Fmoc); 38,31 (C*- 
CH2 Asp); 28,68 (€(€^3)3 Asp). 

RMN du dans le CDCI3: 

5 = -152,22 (2F); -157,36 (IF); -162,10 (2F) 
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Avant le couplage entre le dipeptide et Tacide amin6 active, une etape de 
d^protection du compose 2 est n6cessaire. Pour cela, 1,3 g (1,97 mmole) du dipeptide 1 
5 sont dissous dans 15 ml d'un melange de pip6ridine / dichloromethane k 10% v/v. Laissd 
sous agitation pendant deux heures a temperature ambiante, le milieu est ensuite lave dans 
une ampoule a decanter, avec une solution de HCl IN. La phase organique est ensmte 
lav6e avec une solution satur^e d'hydrog6nocarbonate de sodium. Les phases organiques 
sont ensuite s6ch6es sur sulfate de sodium, puis concentr^es sous pression r6duite. Le 
10 couplage peut alors 6tre r6alis6. 

Dans im ballon monocol de 100 ml, le dipeptide deprotege 
pr^cedenunent est dissout dans 20 ml de dichloromethane en presence de l,138g (1,97 
mmole, leq) de compose 2 sont ajout6s dans le ballon. La reaction se d^roule k 
temperature ambiante sous flux d' azote, a Tabrit de la lumiere, k xm pH de 8 fix6 par de 
15 la DIEA. Au bout de 15 heures, la reaction est termin^e (CCM). Le milieu r6actionnel 
est concentre et le r6sidu est cbromatographi6 sur gel de silice dans un melange eiuant 
acetate d'ethyle / cyclohexane : 5/5. Aprfes evaporation du solvant, on obtient 970 mg de 
compose 3 sous foime d'm gel translucide. 

Rendement : 59,2%. 

20 RMN du dans CDCI3: 5 = 7,78 (2H, d, ar Fmoc); 7,61 (2H, d, ar 

Fmoc); 7,46-7,23 (6H, m, ar Fmoc, NH Lys, NH Ser); 7,36(5H, s, H ar Z Lys);5,93 (IH, d, 
NH Asp); 5,11 (2H, s, CH^ Z Lys); 4,91 (IH, t, NH Z Lys); 4,57 (2H, m, CH Asp, CH 
Lys); 4,48-4,42 (3H, m, CH Ser, CH^ Fmoc); 4,26 (IH, t, CH Fmoc); 3,85 (IH, dd, CJfc 
Ser); 3,74 (3H, s, OCB^ Lys); 3,41 (IH, dd, CH2 Ser); 3,17 (2H, CH^-NH Lys); 2,88 (IH, 

25 dd, CH^ Asp); 2,72 (IH, dd, CH^ Asp); 1,48 (9H, s, tBu Asp); 1,84-1,28 (6H, m, CH-CIfc- 
CH^-CH^^Lys); 1,22 (9H, s, tBu Ser). 

RMN du ^^C dans CDCI3: 6 = 172.96; 171.74; 171,14 ; 170.52 (CO Lys, 
CO Ser, 2 CO Asp); 157.06; 156.65 (2 O-CO-NH Fmoc et Z); 144.32; 141.94; 137.28; 
129.14; 128.71; 128.41; 127.76; 125.72; 120.65 (C ar Fmoc et Z); 82.59 (C(CH3)3 Asp); 

30 74.80 (C(CH3)3 Ser); 68.04; 67,88 (CH2 Fmoc et CH2 Z); 61.61 (C*-CH2 Ser); 53.99 (C*- 
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CH2 Ser); 52.95; 52.70 (OCH3 Lys et C*-CH2 Lys); 52.04 (C*-CH2 Asp); 47.74 (CH 
Fmoc); 41.32 (CH2-NH-CO-O Lys); 38.25 (C*-CH2 Asp); 32.55 (CH2- CH2-NH-CO-O 
Lys); 29.93 (C*-CH2 Lys); 28.67 (C(CH3)3 Asp); 27.97 (C(CH3)3 Ser); 22.99(C*-CH2- 
CH2Lys). 

5 




4 

Dans 10 ml de dichlorom^thane, sont dissous 1 g (3,36.10 mol) de 
10 Fmoc Gly OH, 0,681g de pentafluoroph^nol (3,7.10'^ mol, 1,1 eq) et 0,764 g de DCC 
(3,7.10"^ mol, 1,1 eq). Le milieu est abandomi6 k temperature ambiante pendant 24 heiires. 
Le milieu r^actionnel est ensuite Glix6, puis le filtrat est concentr6 par Evaporation sous 
pression r^uite. Le r^sidu subit une chromatographie flash sur gel de silice avec un 
melange 61uant acetate d'^thyle / cyclohexane : 5/5. la cristallisation se fait dans un 
15 m61ange acetate d'6tiiyle / cyclohexane. 955 mg de 4 sous forme d'une poudre blanche 
sont obtenus. Rendement : 61,3% 

Point de fusion :.156,3-157,4. [af 20= -1,3 (c, 1, CH2CI2). 
RMN du *H dans CDCI3 :5 = 7,82 (2H, d, ar Fmoc); 7,65 (2H, d, ar 
Fmoc); 7,47-7,25 (4H, m, ar Fmoc); 5,40 (IH, t, NH); 4,54-4,42 (5H, m, CH2 Fmoc, CH 
20 Fmoc, CH2 Gly) 

RMN du dans le CDCI3: 5 = 167,14 (CO-O Gly); 156,84 (NH-CO- 
O); 144,31 ; 142,00; 128,46; 127,77; 125,66; 120,70 (C ar Fmoc); 68,14 (CH2 Fmoc); 
47,73 (CH Fmoc); 42.87 (CH2 Gly). 

RMN du '^F dans le CDCI3: 6 = -152,44 (2F); -157,25 (IF); -161,96 (2F). 

25 




5 
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Cette synthase est pr6c6d6e de la d^protection du tripeptide suivant le 
mSme protocole que pom la synthese de ce tripeptide (compost 3). Ce sont 500 mg (6.10 
mole) de 3 qui sont d6prot6ges. Une fois d6prot6g6, ce peptide est dissout dans 10 ml de 
dichlorom^thane dans un ballon de 100 ml. 278 mgCe.lO"^ mole, leq) du compost 4 sont 
5 ajout6s au milieu r6actionnel. La r6action se fait k temperature ambiante sous flux d' azote, 
et est maintenue i pH 8 ^ I'aide de DIEA. Au bout de 16 heures, la reaction est teimin^e 
(CC^^O- Aprds evaporation sous pression r6duite du milieu, Thuile r^siduelle est 
chromatographi^e sur gel de silice avec un melange 61uant acetate d'ethyle / cyclohexane ; 
6/3. Dans un melange d' acetate d'6thyle / cyclohexane, on obtient 426 mg de 5 sous forme 
10 d'une poudre blanche. Rendement : 80%. 

Temperature de degradation: 63,7*0. 
[a]^20=+4,6 (c, 1, CH2CI2). 

RMN du dans CDCI3: S = 7,76 (2H, d, ar Fmoc); 7,60 (2H, d, ar 
Fmoc); 7,45-7,22 (7H, m, ar Fmoc, NH Lys, NH Ser, NH Asp,); 7,34 (5H, s, ar Z Lys); 

15 5,83 (IH, d, NH Gly); 5,14 (IH, t, NH Z Lys) 5,07 (2H, s, Clfc Z Lys); 4,82 (IH, m, CH 
Asp); 4,57 (IH, m, CH Lys); 4,45-4,35 (3H, m, CH Ser, CH2 Fmoc); 4,20 (IH, t, CH 
Fmoc); 3,89 (2H, m, CHg Gly); 3.75 (IH, dd, CH2 Ser); 3,68 (3H, s, OCH3 Lys); 3,39 (IH, 
dd, CH2 Ser); 3,15 (2H, CH2-NH Lys); 2,88 (IH, dd, CH^ Asp); 2,68 (IH, dd, CH^ Asp); 
. 1,41 (9H, s, tBu Asp); 1,91-1,29 (4H, m, CH-CH2-CH2 Lys); 1,22 (9H, s, tBu Ser). 

20 RMN du '^C dans CDCI3: 5 = 173,00; 171,90; 170,75; 170,49; 169,76 

(CO Lys, CO Ser, 2 CO Asp, CO Gly); 157,31; 157,13 (2 O-CO-NH Fmoc et Z); 144,45; 
141,98; 137,27; 129,19; 128,78; 128,42; 127,78; 125,77; 120,68 (C ar Fmoc et Z); 82,78 
(C(CH3)3 Asp); 74,78 (C(CH3)3 Ser); 68,05; 67,30 (CH2 Fmoc et CH2 Z); 61.60 (C*-CH2 
Ser); 54.19 (£*-CH2 Ser); 53.01; 52,72 (OCH3 Lys et C*-CH2 Lys); 50,28 (C*-CH2 Asp); 

25 47,76 (CH Fmoc); 45,26 (CH2 Gly); 41,38 (CH2-NH-CO-O Lys); 37,68 (C*-CH2 Asp); 
32,58 (CH2- CH2-NH-CO-O Lys); 29,99 (C*-CH2 Lys); 28,67 (C(CH3)3 Asp); 28,00 
. (C(CH3)3 Ser); 23,03 (C*-CH2- CH2 Lys). 




6 
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La d^protection du pentapeptide 5 se fait dans les mfemes conditions que 
lors de la synthese du compost 1, 400 mg (4,5.10"^ mole) du t6trapeptide sont d6prot6g6s. 
Une fois la d6protection termin^e, ce t6trapeptide est dissout dans 15 ml de 
dichlorom^thane dans un ballon monocol de 50 ml. 219 mg (4,5.10"* mole, leq) de Boc 
Arg(Mtr) OH et 188 mg (5,85.10"* mole, l,3eq) de TBTU sont ajoutds. La reaction se 
d6roule a temperature ambiante sous flux d' azote, a I'abri de la lumiere et est maintenue k 
pH 8 avec de la DIEA. Au bout de 16 heures, la reaction est termin^e (CCM). Apres 
Evaporation sous pression r6duite, I'hmle residuelle est chromatographi^e sur gel de silice 
a I'aide d'un 61uant Acetate d'6thyle/cyclohexane : 9/1. La cristallisation se fait dans 
rac6tate d'6thyle-cyclohexane. 417 mg de 6 sous forme d'une poudre blanche sont 

obtenus. Rendement : 92,5 %. 

Point de degradation : 80,2 °C. 
[af20=-2,9(c,l,CH2Cl2). 

RMN du dans CDCI3: 5 = 7,64 (IH, d, NH Asp); 7,53 (IH. d, NH 
Gly); 7,49-7,29 (7H, m, ar Z Lys, NH Lys, NH Ser); 6,54 (IH, s, H ar Mtr); 6,34-6,15 (3H. 
m, 3 guanidine Arg); 5,65 (IH. d, NH Boc Arg); 5,24 (IH, t, NH Z Lys); 5,10 (2H, s, 
CHj Z Lys); 4,77 (IH, m, CH Asp); 4,46 (2H, m, CH Lys, CH Ser); 4,22 (IH, m, CH 
Arg); 3,89-3,70 (3H, m, CHg Gly, IH du C]^ Ser); 3,84 (3H, s, OCHj Mtr Arg); 3,71 (3H, 
s, OCm Lys); 3,50 (IH, dd, CHg Ser); 3,21 (2H, m, CHa-C^NH Arg); 3,17 (2H, C^- 
NH Lys); 2,90-2,64 (8H, m, 2 CH^ Mtr Arg, CH^ Asp); 2,15 (3H, s, Mtr Arg); 1,84- 
1,19 (37H, m, tBu Asp, tBu Ser, tBu Boc Arg, CH-CHa-CH^-CH^Lys, CH-Cjl^-CEb 
Aig). 

RMN du '^C dans CDCI3: 5 = 174,32; 174,13; 172,85; 171,48; 171,35; 
170,92; 170,18 (CO Lys, QO Ser, 2 CO Asp, CO Gly, CO Arg, NH-C-NH Arg); 158,96; 
157,20; 156,55 (2 O-CO-NH Boc et Z, C-OCH3 Mtr Arg); 139,07; 137,25; 137,06; 134,19; 
129,07; 128,87; 128,61; 125,30, 112,28 (£ ar Mtr et Z); 82,37 (C(CH3)3 Asp); 80,53 
(C(CH3)3 Arg); 74.63 (C(CH3)3 Ser); 67.09 (CH2 Z); 60,96 (C*-CH2 Ser); 55,99 (C-OCH3 
Mtr Arg); 54,57; 54,23 (C*-CH2 Ser, C*-CH2 Arg); 52,87; 52,74 (OCH3 Lys et C*-CH2 
Lys); 50,37 (C*-CH2 Asp); 43,92 (CH2 Gly); 41.25; 40,75 (CH2-NH-CO-O Lys, CH2-NH- 
C-NH Arg); 37,59 (C*-CH2 Asp); 32,27 (CH2- CH2-NH-CO-O Lys); 30,33; 29,83 (€*- 
CH2 Lys, C*-CH2 Arg); 28,94; 28,56; 27,86 (C(CH3)3 Asp, CiCUsh Ser, C(CH3)3 Arg); 
25,93 (C*-CH2- CH2 Arg); 24,74 (C*-CH2- CH2 Lys); 23,06; 18,95; 12,52 (3 CH3 Mtr 
Arg). 
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Dans un ballon de 50 ml, 500 mg (1,01.10"^ mol) de 
C8F17CH2CH2COOH, 278 mg de H2N T7R(0H) OtBu (1,01.10'^ mol, 1 eq) et 251 mg de 
5 DCC (1,2.10'^ mol, 1,2 eq) sont dissous dans 10 ml de DMF. La reaction se fait 
temperature ambiante pendant 24 heures sous flux d'azote, k I'abrit de la lumi^re et est 
noiaintenue ^ pH 8 ^ I'aide de DIEA. Apr^s Evaporation sous pression reduite du DMF, le 
r6sidu est chromatographiee sur gel de silice a I'aide d'un 61uant Acetate 
d'ethyle/cyclohexane : 2/8. 
10 Le produit est cristallisable dans acetate d'6thyle / n heptane. 550 mg de 7 

sous forme d'une poudre blanche sont obtenus. Rendement: 76%. 

Point de fusion :. 

[a]'°20= +30,0 (c, 1, CH2CI2). 

RMN du dans CDCI3: 6 = 6,98 (2H, d, 2H ar Tyr); 6,72 (2H, d, 2H ar 
15 Tyr); 6,04 (IH, m, NH Tyr); 4,72 (IH, m, CH Tyr); 3,02 (2H, m, CFz-CHa-CjIb-CO); 2,47 
(4H, m, CF2-CHa-CH2-CO, CHj Tyr); 1,44 (9H, s, tBu). 

RMN du '^C dans CDCia: 6 = 170,94 (CO-O); 169,52 (CO-NH); 155,13 
(C-OH Tyr); 130,70 (C ar Tyr); 127,82 (C-CH ar Tyr); 115,49 (CH-C-OH ar Tyr); 122.5- 
106.3 (CF3(CF2)7); 82,92 (£-(^3)3)); 53,93 (NH-C^-CO); 37,32 (C*-CH2); 27,16 (CH2- 
20 CF2); 25,02 (CH2-CO). 

RMN du dans le CDCI3: 5 = -82,17 ; -1 15,50 ; -122,63 ; -123,49 ; - 

124,25 ; -127,06. 



wo 2004/043993 




PCT/FR2003/003336 



36 




10 

380 mg (5,34-10'^ mol) du compost 7 sont dissous k froid dans une 
solution TFA / CH2CI2 (3/7). Apres 2 heures d' agitation, la d6protection est termin^e. Le 
5 milieu r^actionnel est ensuite concentre puis pr6cipit6 dans Tether plusieurs fois. Aprfes 
evaporation, une poudre blanche est obtenue (compost 8). 

150 mg (1,32.10"^ mol) du compose 6 sont dissous dans du methanol. 8 
mg de Palladium sur charbon a 10% sont additionnes a jfroid. Le milieu r6actionnel est 
plac6 sous 8 atmospheres dliydrogdne. Au bout de 2 h 30 la reaction est terminee. Le 
1 0 melange est filtre sur celite 521 et le filtrat concentr6 sous pression reduite (compose 9). 

Dans un ballon de 50 ml, le compost 9 (1,32,10"^ mol) est dissout dans 
10 ml de DMF. 95 mg du compos6 8 (1,45.10"^ mol, 1,1 eq) et 76 mg de TBTU (1,72.10"^ 
mol, 1,3 eq) sont additioiui6s. La reaction se fait k temperature ambiante pendant 24 heures 
sous flux d'azote, k Tabri de la liunidre et est maintenue k pH 8 k Taide de DIEA. Le milieu 
15 reactioimel est concentre sous pression reduite. Le r^sidu est chromatographi^e sur gel de 
silice a I'aide d'un 61uant Acetate d'6thyle. 141 mg de produit 10 sont obtenus sous forme 
d'une poudre blanche, Rendement 65,3%. 

Temperature de degradation: 76,8 °C. 
[a]^20 = -5,4 (c, UCHsOH). 
20 RMN du dans CD3OD: 5 = 7,06 (2H, d, 2H ar Tyr); 6,74 (IH, s, H ar 

Mtr); 6,69 (2H, d, 2H ar Tyr); 4,80^,53 (4H, m, CH Asp, CH Lys, CH Ser CH Tyr); 4,04 
(IH, m, CH Arg); 3,88-3,85 (5H, m, CjHb Gly, OC^ Mtr Arg) ; 3,72-3,63 (5H, m, OCjH^ 
Lys, CHb Ser); 3,22-2,31 (18H, m, CHz-CHi-NH Arg, CI]^-NH Lys, 2 CH5 Mtr Arg, CB^^ 
Asp, CF2-CH2-CH^-CO, CF2-CHJ-CH2-CO, CH2 Tyr); 2,15 (3H, s, CH^ Mtr Arg); 1,85- 
25 1,20 (37H, m, tBu Asp, tBu Ser, tBu Boc Arg, CH-CH^-CH^-CH^Lys, CH-CH^^CH^ 
Arg). 

RMN du ^^C dans CDCI3: 5 = 179,69; 174,13- 173,95; 172,32; 172,07; 
171,29; 171,10; 170,77; 170,21 (CO Lys, CO Ser, 2 CO Asp, CO Gly, CO Arg, NH-C- 
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NH Ajg, CO-NH Tyr, CO-NH, CsFnCHaCHafiONH); 158.49; 156,80; 155,94 (0-CO-NH 
Boc, C-OCH3 Mtr Arg, C-OH ax Tyr); 138,10; 136,49; 133,45; 129,97; 127,54; 124,31; 
114,81; 11 1,41. (C ar Mtr, C ar Tyr); 81,22; 79,47 (C(CH3)3 Asp, QiCHzh Arg); 73,42 
(C(CH3)3 Ser); 61,12 (C*-CH2 Ser); 54,61; 52,24; 51,31; 49,91 (C-OCH3 Mtr Arg, C*- 
5 CH2 Ser, C*-CH2 Arg, NH-Oi-CO Tyr, OCH3 Lys et C*-CH2 Lys, C*-CH2 Asp) ; 42,29 ; 
40,08 ; 38,60 ; 37,15 ; 36.69 (CH2 Gly, CH2-NH-CO-O Lys, CH2-NH-C-NH Arg, C*-CH2 
Asp, C*-CH2 Tyr); 30,77 ; 28,92 ; 28,25 ; 27,40 ; 26,96 ; 26,34 ; 25,95 (CH2- CH2-NH- 
CO-0 Lys, C*-CH2 Lys, C*-CH2 Arg, C(CH3)3 Asp, CiCUsh Ser, C(CH3)3 Arg, CH2- 
CF2. C*-CH2- CH2 Lys) ; 22,94 ; 22,53 (1 CH3 Mtr Arg, CF2-CH2-CH2-CO) ; 17,42 ; 

10 1 0,7 1 (2 CH3 Mtr Arg). 

Le compos6 10 sovums k Taction d'une solution d'acide trifluoroac^tique 
dans le CH2C12 en presence de thioanizole (3 ;5 ;2) pendant 24H conduit au compos6 B 
qui est isol6 pur apres precipitation par ajout d'^ther k la solution et chromatographie sur 
colonne S6pliadex G50 (61uant H20). Apres lyophilisation le produit B se pr6sente sous 
1 5 forme de poudre blanche. 

B- Tests Biologiaues 

La cytotoxicity de cette molecule a 6t6 testee sur des cellules de 
m61anome B16, aucune toxicity n'a pu 6tre mesur6e jusqu'^ des concentrations sup6rieures 
k IOOjjM. Apres marquage a I'iode 125, cette molecule inject6e par voie IV ^ un lot de 
20 souris porteuses d'un m61anome s'accumule au niveau du stroma de la tumeur puis diffuse 
lentement au sein de la tumeur (cf Tableau 2) 



Tissu 


15 mn 


30 mn 


Ih 


Tumeur (stroma) 


3,9 ± 0,8 


3,8 ± 0,9 


4,2 ± 0,6 


Tumeur (centre) 


1 ,7 + 0,6 


1,8 ±0.3 


2,4 ± 0,4 


Sang 


5,8 + 0,8 


4,5 ± 0,8 


3,6 + 0,7 


Foie 


4,8 ± 0,8 


2,2 ± 0,6 


2,4 ± 0,7 


Rein 


8,9 ± 1.6 


5.9 ± 0,6 


3.5 ± 0,6 


Thyroide 


5,9 ± 1,2 


10,2 ± 2,5 


15,3 ±5,3 



Tableau 2 : Radoactivit6 mesiir6e chez des souris porteuses de 
25 m61anome B16 apres injection par voie IV de la molecule B (10 |aCi/animal). 
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41 Exemple 4 : 

iV^(/-butyloxycarbony!)TN-^-(2,3,6-trim6thyl-4-m6thoxy-beiizdnesu]fonyl)-^^ 

glycmyl-<>K'-b«tyl)-L-aspa«^l-^('-l>«tyl)-L-sirinyl-iV-^ 
((4,4,5»5,6^7,7,8,8^,9,1040,114141-heptad^cafluoroun<16canoyl)-iV-^-(4-(4-[bis(2- 
5 chloro^thyI)ammo]phenyl)-butyramido)-L-tysinyI-L^fyrosinamido)-I^Iysm^ 

m^thyle : 

La synthase du compost D est comparable ^ celles pr6c6demment d6crite 
pour les composes pr^c^dents et est resum6 svir les figiires 2A et 2B. 
10 Caract6ristique phvsico-chimiques de D 

Rf : 0.49 dans ac6tate d'6thyle / m^thaDol: 98/2. MM : 205 1 .87 g-mol'^ 

Temperature de degradation : 1 34 °C. ^"^20 = - 0.77 (c, 0. 1 , CH3OH). 

MS (FAB): tn/z 2052 [M+H]*, 2074 [M+Na]*. 

15 RMN (CD3OD) : 

^7.03 (4H, m, 2H arom. Tyr, 2H arom. Chloramb); 6.67 (5H, m, 2H arom. Tyr, 2H arom. 
Chloramb., H arom Mtr); 4.81; 4;47; 4.20; 4.01 (6H, 3m, Ha Tyr, 2Ha Lys, Ha Asp, HaSer, 
Ha Arg); 3.82 (3H, s, CH3 6ther Mtr Arg); 3.68 (3H, s, CH3 ester methylique Lys); 3.83- 
3.60 (12H, m, 2H„Gly, 2HpSer, 8H Chloramb.); 3.14-2.75 (lOH, m, 4He Lys, 2H8Arg, 

20 2HpAsp, 2Hp Tyr); 2.67-2,48 (8H, m, 2Ha et 2Hp chaine fluor6e, 2Ha Chloramb., 2Hy 
Chloramb.); 2.67; 2.61 (6H, 2m, 2 CH3 Mtr Arg); 2.13 (5H, m, 2Hp Chloramb., CH3 Mtr 
Arg); 1.93-1.16 (16H, m, 4HpLys, 4Hy Lys, 4H8 Lys, 2Hp Arg.2Hy Arg); 1.44; 1.42; 1.16 
(27H, 3 s, 9 CH3 ester ter butylique Asp, ether ter butylique Ser, urethane ter butylique 
Arg). 

25 

RMN "C (CD3OD) : 

S 174.67; 174.14; 172.57; 172.31; 171.80; 171.75; 171.26; 170.80; 170.17 (CO Tyr, 2CO 

Lys, CO Ser, 2 CO Asp, CO Gly, CO Arg, CO chaine fluoree, CO Chloramb.); 158.46; 

156.80; 156.67; 155.93 (CO urethane Hoc, C-OCH3 arom. Mtr Arg, C-OH arom. Tyr, C 
30 guanidine Arg); 144.55 (C-N arom. Chloramb.); 138.10; 136.48; 133.42; 130.29; 129.97; 

129.22; 127.51; 124.29; 114.83; 112.06; 111.38; 110.73 (C arom. Mtr, C arom. Tyr, C 

arom. Chloramb.); 81.17; 79.43 (C ter butylique ester Asp, C urethane ter butylique Arg); 

73.40 (C ter butylique ether Ser); 61.14 (Cp Ser); 54.96; 54.60; 54.53; 53.89; 53.14; 52.26; 

51.31; 49.90 (CH3 ether methylique Mtr Arg, Ca Ser, Ca Arg, Ca Tyr, CH3 ester 
35 methylique Lys, 2Ca Lys, Ca Asp, 2C-N Chloramb.); 42.30; 40.29; 38.58; 36.67; 36.52; 

35.20 (Ca Gly, 2Ce Lys, 0$ Arg, Cp Asp, Cp Tyr, 2C-C1 Chloramb.); 33.85; 31.02; 30.69; 

28.91; 28.67; 28.15; 27.69; 27.41; 26.96; 26.36; 25.82; 25.46 (2Cs Lys, 2Cp Lys, Cp Arg, 
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Cy Arg, 9 CH3 ter butyUque Asp, Ser, Arg, Ca-CF2. 2Cy Lys, Ca, Cy Chloramb.); 23.00; 
22.66 (Cji chaine fluor6e, Cy Chloramb.); 22.52; 17.47; 10.74 (3 CH3 m^thyle Mtr Arg). 



RMN '^F (CD3OD) : 

5 S -82.26 (3F); -1 1 5.39 (2F); -122.77 (6F); -123.62 (2F); -124.30 (2F); -127.17 (2F). 

5/ Example 5; 

L-arginyl-gIycmyl-I^aspartyl-L-serinyl-7V-^(-0-(Ar.''-(Ar.(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,9- 
trid6cafluorononanoyl)-L-serinyl)-l-)5-D-ai^bmofuranosylcytosme)-oxycarbonyl)-L- 

lysinate de m6thyle : 




Mode op6ratoire : 

Proc^d6 de preparation de F identique aux precedents, la synthase est 
15 r6sumee sur les figures 3A, 3B et 3C. 

Caract6ristiques phsvco-chimigues de F. 

MM : 1390.45 g.mor*. MS (FAB): m/z 

1391 [M+H]*. 

20 RMN (DMSO, De) : 

<58.66 (IH, s, H acide Asp); 8.27-8.16; 7.94-7.84; 7.65; 7.21-6.92 (15H, 3m, Ha, NH 
GABA, 2NH Ser, 4H guanidine Arg, NH2 Arg, NH Gly, NH Asp, 2NH Lys, NH Ara-C); 
5.84 (IH, m, Hb); 5.31 (2H, m, IHaSer, Hi); 4.92 (IH, m, HaAsp); 4.37-3.71 (17H, m. 
Ha Lys, H«Ser, Ha Arg, 2HaGly, 4HpSer, H2, H3, H4. CH3 ester m^thyUque Lys, 2 H5); 

25 3.18-2.53 (14H, m, 2H6 Lys, CH2-NH GABA, 40H, 2HpAsp, 2 Ha et 2 Hp chaine 
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fluoree); 2.23 (2H, m, CH2-CO GABA); 1.46-1.03 (14H, m, 2Hp. 2Hy. 2H8 Lys, 2Hp.2Hy, 
2H5Arg,CH2GABA). 

RMN (DMSO, De) : 
5 d 173.9; 173.6; 173.4; 172.8; 171.1; 170.4; 170.1; 169.6; 169.1; 168.6 (CO Lys, 2 CO Ser, 
2 CO Asp, CO Gly, CO Arg, CO chaine fluor6e, CO GABA); 162.6; 157.4; 156.2; 155.0 
(C guanidine Arg, CO ur6thane Sex, N=C-NH, N-CO-N); 147.2 (Ca); 94.8 (Cb); 87.5; 86.2 
(Ci. C4); 76.6; 75.0 (C2, C3); 65.4; 62.0; 61.5 (2 Cp Ser, C5); 55.6; 53.0; 52.5; 52.3; 51.7; 
50.1 (2 Ca Ser, Ca Arg, CH3 ester methylique Lys, Ca Lys, Ca Asp); 42.5 (Ca Gly); 40.8; 
10 38.5; 37.3; 34.8; 34.1; 30.9; 29.4; 29.0; 26.3; 24.8; 24.3; 23.0 (Ce Lys, Cb Arg, CH2-NH 
GABA, Cp Asp, Cs Lys, Cp Lys, CH2-CO GABA, Cp Arg, Ca et Cp chaJne fluoree, Cy Arg, 
CH2 GABA, Cy Lys). 



RMN (DMSO, De) : 
15 6 -82.30 (3F); -1 15.51 (2F); -122.81 (6F); -123.82 (2F); -124.46 (2F); -127.21 (2F). 
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REVENDICATIONS 

1 . Compost r^pondant a la formtile (I) ci-dessous : 
R [AA3]a3-lAA2]a2-[AAi] 



(X)x Y 
I 

PA 

(I) 

5 

dans laquelle : 

PA repr6sente \m principe actif susceptible d'agir sur une cible 

biologique ; 

X repr6sente un entier choisi panni 0 et 1 ; 
10 X repr6sente une chaine peptidique comprenant de 1 ^ 5 acides aniin^s ; 

AAi, AA2, AA3, identiques ou diff^rents, representent chacxin un acide 

amine ; 

a2, as, identiques ou differents, representent chacun un entier choisi parmi 

Oet 1 ; 

15 R represente un groupement choisi parmi : 

- toute molecule susceptible d'§tre reconnue par la cible du 

principe actif PA, 

et 

- un agent hydrophile permettant la modulation de la balance HLB 
20 de la molecule de formule (I), R 6tant choisi parmi les monosaccharides, les derives amin6s 

de sucres, les polysaccharides, les hormones naturelles ou synthetiques, les peptides, les 
anticorps, les poly6thers, les polyols, 

Y represente ime chaine hydrocarbon^e fluor^e en C4-C12 comportant un 

O 
II 

groupement ~ ^ -NH-, -0-CO-NH-, S ou O permettant son rattachement soit k Tune des 
25 extrendt6s de la chaine peptidique[AA3]a3-[AA2]a2-[AAi], soit sur la chaine laterale de Tun 

des acides amines AAi, AA2, AA3 ; 

la liaison entre PA-(X)x et la chaine [AA3]a3-[AA2]a;2-[AAi] se faisant 

avec la chaine laterale de Tun des acides amines AAi, AA2, AA3 ou en extr6mit6 de la 
chaine peptidique. 
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2. Compos6 selon la revendication 1, caract6ris6 en ce que le principe 
actif est choisi parmi ceux ayant une activity anticanc6reuse, uae activite anti radicaux 
libres, anti-inflammatoire, antiseptique, analg6sique, neuroleptique, antifongique. 

3. Compos6 selon Tune quelconque des revendications 1 et 2, caract6rise 

en ce que le principe actif est une molecule lin6aire ramifiee ou cyclique comportant de 1 a 

30 atomes de carbone, une ou plusievirs insaturations, notamment un ou plusieurs cycles 

aromatLques, et une ou plusieurs fonctions choisies parmi : -0-, -S-, -OH, -SH, -CI, -F, -Br, 

O 

i II 

-I, N — , _NH_, -NHa, — C— , -COH, -COOH, -CONH2, -COO-, -CONH-, 

O 
II 

o — s— 000 

II II II 11 II 

— S- O — O-C-O- — NH-C-O- -NH-C-NH-, =NH, 

U - 

— N-O 



■CON 



S S S 

II II II 1 

10 —O-C-O— , —NH-C-O, — NH-C-NH, .N=0, ' 

ff fin" 

_oJ-0^ -O-P- -O-P-H , — HC-P-OH 



I 

O 
I 



6 O OH OH 

I I 



4. Compose selon Tvine quelconque des revendications 1 a 3, caract^rise 
en ce que Tacide amin6 reli6 a PA-(X)x- ou a Y par sa chaine laterale est choisi parmi ceux 

1 5 comportant une fonction acide, amide, amine, thiol, alcool sur leiu* chaine laterale. 

5. Compos6 selon Time quelconque des revendications 1^4, caracteris6 
en ce que le bras espaceur X comprend 1 a 3 acides amines. 

6. Compos6 selon Tune quelconque des revendications 1^5, caract^rise 
en ce que R est un peptide choisi parmi les fragments d'anticorps ou epitope ayant une 

20 affinity prononcee pour la cible biologique de PA 

7. Compost selon la revendications 6, caracteris6 en ce qu'il comporte au 
moins une sequence peptidique choisie parmi la sequence Arg-Gly-Asp. 

8. Compost selon Tvine quelconque des revendications 1 a 7, caracterise 
en ce que R est constitu6 d'une chaine polyoxyde d'6thyl6ne comprenant de 5 i 30 unites 

25 oxyde d'6thyl6ne ou d'un polyol constitu6 d'une chaine alkyle comprenant de 4 a 16 
atomes de carbone et de 4 ^ 16 groupements hydroxyle. 

9. Compos6 selon Tune quelconque des revendications 1 a 8, caracteris6 
en ce que R est choisi parmi : le glucose, le fi^uctose, le mannose, le galactose, le ribose, la 
glucosamine, le lactose, le cellobiose, le maltose, le lactobionamide, le saccharose. 
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10. Compos6 selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, caract6ris6 
en ce que Tun au moins du bras espaceiar X, de la chalne peptidique [AA3]a3-[AA2]a2- 
[AAi] et de R comporte au moins un r6sidu tyrosine. 

11. Compost selon Tune quelconque des revendications 1 a 10, 

5 caract6ris6 en ce que la chaine hydrocarbon6e fluor^e Y est choisie parmi celles r6pondant 

O 

II 

a la formule A-Y' dans laquelle A repr^sente un groupement choisi pamu : - ^ .nh- , - 
0-CO-NH-, S, O et Y' represente une molecule repondant a la formule -(CH2)r(CF2)rF, 
dans laquelle r et t repr6sentent deux entiers avec : 12 > r+-t > 4. 

12. Mol6cxile biologiquement active comportant un fragment de formule 

10 (E) : 

R [AA3]a3-[AA2]a2-tAAil 

I I 

i 

i i 

(X)X Y 
I 

(II) 

dans laquelle x represente un entier choisi parmi 0 et 1 ; 
X repr6sente une chaine peptidique comprenant de 1 a 5 acides amines ; 
AAi, AA2, AA3, identiques ou differents, repr6sentent chacun xm acide 

amin6 ; 

a2, aa, identiques ou difiKrents, representent chacun un entier choisi parmi 

0 et 1 ; 

R est choisi parmi les monosaccharides, les d6riv6s amines de sucres, les 
polysaccharides, les poly^thers, les polyols, les peptides, les hormones naturelles ou 
synth6tiques, les anticorps ; 

Y represente une chaine hydrocarbonee fluor6e en C4-C12 comportant un 

O 
II 

groupement " -NH, -0-CO-NH-, S, O permettant son rattachement soit k Tune des 
extremites de la chaine peptidique[AA3]a3-[AA2]a2-[AAi], soit sur la chaine lat^rale de Tun 
des acides amines AAi, AA2, AA3, Tun au moins du bras espaceur X, de la chaine 
peptidique [AA3]a3-[AA2]a2-[AAi] et de R comporte au moins un r6sidu tyrosine. 

13. Compose selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, caracterise 
en ce qu*il r6pond a la formule (la) : 



15 



20 



25 
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Su — [AAil- 



(X)x 
PA 
(la) 

dans laquelle : 

Su repr&ente un groupement choisi parmi un monosaccharide, un d&ive 
amin6 de monosaccharide, mi polysaccharide, mi polyol 6u im poly6ther; 

AAi represente xm acide amine portant ime fonction acide, amine, alcool, 
thiol, svir sa chaine lateraie, par Tinteraiediaire de laquelle il est relie soit a (X)x-PA soit a 
Y; AAi est relie a Su et soit a (X)x-P A, soit k Y, par ses extremites N- et C-terminales ; 

PA represente un principe actif susceptible d'agir sur une cible 

biologique ; 

X represente un entier choisi parmi 0 et 1 ; 

X represente une chaine peptidique comprenant de 1 a 5 acides amines ; 

Y represente une chaine hydrocarbonee fluoree en C4-C12 comportant une 
O 
II 

fonction choisie paraii " -NH, -0-CO-NH-, S, O permettant son rattachement soit a 
Time des extremites de Tacide amine AAi, soit sur la chaine lateraie de AAi. 

14. Compose selon la revendication 13, caracterise en ce que I'une ou 
plusieurs des conditions ci-dessous sont verifiees : 

- Su represente un mono ou un polysaccharide ; 

- X represente un bras espaceur de nature peptidique comportant au 

moins un residu tyrosine ; 

- AAi represente un acide amine choisi parmi Targinine et la lysine ; 

- Y represente une chaine hydrocarbonee fluoree en C6-C12 comportant 
de 5 a 23 atomes de fluor, reUee k I'acide amine AAi par une fonction -NH-. 

15. Compose selon la revendication 14, caracterise en ce que le principe 
actif est choisi parmi les molecules susceptibles de bloquer le processus d'angiogenfese, 
notamment le thalidomide. 

16. Compose selon la revendication 15, caracterise en ce quil repond a la 

fomxule A : 




Molecule A 



!?• Compos6 selon la revendication 15, caract6ris6 en ce que le principe 
5 actif PA est choisi parmi les agents anti-radicalaires, notanunent les d6riv6s du N- 
benzylidene tertiobutyl amine oxyde. 

18. Compost selon la revendication 17, caract6ris6 en ce qu'il r6pond a la 

formule E : 

10 




Molecule £ 

15 19. Compost selon la revendication 12 caracteris6 en ce qu'il r6pond a la 

formule (lb) : 



Pep.[AAi]-Y 
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dans laquelle : 

AAi represente \in acide amine portant une fonction acide, amine, alcool 
ou thiol, sur sa chaSne lat6rale, 

Y represente une chaine hydrocarbon^e fluor6e en C4-C12 comportant xme 
O 
II 

fonction choisie panni - -NH, -0-CO-NH-, S, O permettant son rattachement sort a 
rune des extr6mites de Tacide amin6 AAi, soit svir la chaine laterale de AAi. 

Pep represente une chaine peptidique comportant de 2 a 10, 
pr6f6rentiellement de 4 a 6 acides amines. Tun au moins de Pep et de AAi comportant au 

moins un motif tyrosine. 

20. Compost selon la revendication 19, caract6ris6 en ce que Pep 

comporte une sequence argine-glycine-acide aspartique. 

21. Compose selon Tune quelconque des revendications 19 et 20, 

caract^rise en ce qu'il r6pond k la fomiule B : 




NH 

Molecule B 



22. Compose selon Tune quelconque des revendications 1 i 11, 
caracterise en ce qu'il repond a la formule (Ic) : 
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(X)x 
PA 
(Ic) 



47 



dans laquelle : 

PA represente un principe actif susceptible d'agir sur \ine cible 

biologique ; 

Pep represente xme chaine peptidique comportant de 2 ^ 10 acides amines 
X represente vm entier choisi parmi 0 et 1 ; 

X represente une chaine peptidique comprenant de 1 a 5 acides amines ; 

AAi represente tin acide amine portant une fonction acide, amine, alcool, 

thiol, sur sa chaine lat^rale, 

Y represente une chaine hydrocarbon6e fluoree en C4-C12 comportant une 
O 
II 

fonction choisie parmi " ^~ NH, -0-CO-NH-, S, O permettant son rattachement soit k 
Tune des extreinit6s de Tacide amine AAi, soit sur la chaine lat^rale de AAi. 

23. Compose selon la revendication 22, caracterise en ce que Tune ou 
plusieurs des conditions ci-dessous sont verifiiees : 

Pep est un peptide reconnu par les integrines aVpS et PA est \m agent 

antimitotique ; 

X, Pep ou AAi comporte au moins un residu tyrosine, 
X represente une chaine de 1 a 3 acides amines, 

24. Compose selon la revendication 22 ou la revendication 23, caracterise 
en ce qu*il repond h Time des formules C, D et F : 
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F F F F F F 



nh"°> 

O ' 






HN. o°"^" 



HoN 




HN'^ ^NH2 
NH 



Molteule C (Ara-C) 



COaMe 




F F F F F F 




Moltode D (Melphalan) 




PCT/FR2003/003336 



HaN OH 

Molecule F 



25. Compos6 selon la revendication 22, caracteris6 en ce que PA est 
radryamicine et X ou Pep comporte xm fragment Gly-Phe-Leu-Gly. 

26. Compos6 selon la revendication 22, caract6rise en ce que PA est 
choisi panni le melphalan, le 5-fluorouracile, Timitinib mesylate. 

27. Composition phamiaceutique comprenant un compose selon Tune 
quelconque des revendications Ialletl3al8 dans un support pharmaceutiquement 
acceptable. 

28. Utilisation d'un compose de formule A, C, D ou F selon Time des 
revendications 16 et 24 poxir la preparation d'lme composition pharmaceutique destinee a 
prevenir et/ou traiter le cancer. 

29. Utilisation d'un compose de formule B selon la revendication 21 pour 
la preparation d'une composition pharmaceutique destin6e a detecter la pr6sence de 

cellules canc6reuses. 

30. Utilisation d'un compost de formule E selon la revendication 18 pour 
la preparation d'une composition pharmaceutique destinee a prevenir et/ou traiter les 
pathologies li^es au stress oxydatif et a la formation des especes radicalaires oxygenics. 
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FIGURE 1: 

Synthese chimique du vecteur dote d'un spin-trap derive de la PBN 



^ ^ ^ ^ ^ ^ 

F I F I F 



F F F F 



n w 5 i DCC, HOBT, CH2CI2 | Hn ^'pfp^'p^ 





F F F F 



^ o 



1/TFA, CH2CI2. 20% 3H 

2/ Lactobionolactone, MeOH, TEA, BS^C 

3/ AC2O, Pyridine, 20*C 




■OH 

HOOH ■ J-OH OH 9, Tf'iF^F 



JOH 



1/ H2/Pd/C. EtOH "^^^"^■'''^'■''5^ OH 

2/ 2, CH2CI2 2o*c 
3/ MeONa, MeOH, 20''C 
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FIGURE 2A : Synth^e de la moI6cule D 
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FIGURE 2B : Synthase de la Molecule D (suite) 



4/6 
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CyBi7 CE^a^HSP +HSSer(aB^Bd 



CIJjQ2 




FIGURE 3A : Synthase de la molecule F 
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FIGURE 3B: Synthese de la molecule F 
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FIGURE 3C : Synthese de la molecule F 
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